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A b s t r a c t
In t h is s t u dy a pe t r o l e u m h y d r o c a r b o n b io r e m e d i a l t e c h n iq u e w a s
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s t im u l a t i n g p e t r o le u m h y d r o c a r bo n d e g r a d a t i o n . N 2 f ix a t io n r a t e s w it h d i e s e l f u e l
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I . In t r o d u c t i o n
A . T h e P r o b l e m
P e t r o l e u m h y d r o c a r b o n s a r e t h e m o s t c o m m o n f a m i ly o f a n th r o p o g e n ic
po l lu t a n t s i n t h e m a r i n e e n v ir o n m e n t . T h e y a r e i n t r o d u c e d t h r o u g h m a n y m e a n s ,
t h e m o s t c o m m o n o f w h ic h a r e le a k in g t a n k s a n d p ipe l i n e s , lo a d i n g a n d
u n lo a d i n g o f s h i ps , t r u c k s , a n d b a rg e s , a n d in f r e q u e n t b u t c a t a s t r o p h i c la r g e
v o l u m e s p i l ls . T h e r e is a n u n e v e n d i s t ri b u t i o n o f p e t r o le u m h y d ro c a r bo n po ll u t io n
i n t h e m a r i n e e n v i r o n m e n t
,
w it h t h e c o n s id e r a b le m a jo r it y o f it o c c u r r i n g i n b a y s ,
h a rb o r s
,
a n d e s t u a r i e s (L e v y e t a l . , 1 9 8 1 ). T h e h e t e r o g e n e it y o f t h e s e r e c e iv i n g
e n v i r o n m e n t s a n d t h e v a r ie t y a n d c o m p le x ity o f t h e p e t r o l e u m h y d ro c a r bo n
po ll u t io n h a v e m a d e g e n e r a l iz a t i o n s a b o u t t h e fa te a n d t r a n s p o r t o f t h e s e
s u b s ta n c e s d if f i c u lt de s p it e c o n s id e r a b le s t u d y .
T h o u g h b a y s , h a r b o r s , a n d e s t u a ri e s r e c e iv e t h e m a jo r it y o f p e t r o le u m
h y d r o c a rb o n p o ll u t io n i n t h e m a ri n e e n v i r o n m e n t , la rg e s c a le s p i l ls i n t h e s e a r e a s
a r e n o t c o m m o n . W ha t a r e a l l t o o c o m m o n
,
t h o u g h , a r e s m a l l t o m e d i u m s iz e d
s p i l ls o f a fe w h u n d r e d t o a t h o u s a n d g a l lo n s . A m a jo r p r o b le m is fo r m u la t in g a
s e t o f c o s t e f fe c t iv e t e c h n i qu e s t o de a l w it h t h e s e e n v i r o n m e n t a l l y r e le v a n t s p i l ls
w h ic h a r e n e it h e r e f f e c t iv e l y n o r e f f ic i e n t ly d e a lt w it h b y m e t h o d s d e s ig n e d t o
c le a n u p la r g e s c a le s p i l l s . T h e d e s i g n o f r e m e d i a l t e c h n iq u e s fo r t h e s e s m a ll e r
s p i l ls m u s t a c c o u n t f o r t h e e c o lo g ic a l c o m p le x it y o f t h e b a y s , h a r b o r s , a n d
e s t u a r i e s b y w e i g h i n g t h e c o s ts a n d b e n e f its o f t h e r e m e d ia l e f fo r t .
T h e fa t e o f c r u d e a n d r e f i n e d p e t r o le u m p r o d u c t s i n t h e m a r i n e
e n v i r o n m e n t i s i n f l u e n c e d b y m a n y f a c to r s , i n c lu d in g t y p e a n d a m o u n t o f
p o l lu t i o n , te m p e r a t u r e , h y d r o d y n a m i c s o f t h e e n v i r o n m e n t , r a t e s o f v o la t i li z a t io n
a n d s o l u b i li z a t i o n
,
a n d v a r io u s t r a n s fo r m a t io n p r o c e s s e s t h a t m a y o c c u r a t t h e
s i te (N a t i o n a l R e s e a r c h C o u n c i l , 1 9 8 5 ). B i o r e m e d i a t io n o f b o t h c r u d e a n d r e f i n e d
p e t r o le u m in t h e m a r i n e e n v i r o n m e n t h a s b e e n d e s c r i b e d i n m a n y s t u d ie s (A t l a s ,
1 9 8 1 ; F lo o d g a t e , 19 8 4 ; P r it c h a rd a n d C o s t a , 1 9 9 1 ; P r i n c e , 1 9 9 2 ).
M i c r o o r ga n i s m s c a p a b le o f u t i l iz i n g p e t r o le u m h y d ro c a r b o n s a p pe a r u b iq u it o u s i n
t he m a ri n e e n v i r o n m e n t (A t la s , 19 8 1 ; F lo o d ga t e , 1 9 8 4 ; P ri n c e , 1 9 9 2 ) . I f t h e
i n d i g e n o u s m i c r o f lo r a h a v e t h e a b i l ity t o de g r a d e pe t r o l e u m h y d r o c a r b o n s a n d
a r e n o t d o i n g s o a t a r e a s o n a b l e r a t e , t h e n t h e e n v i r o n m e n t a l c o n s t r a i n t s a t t h e
s it e o f t h e s p i ll m a y b e c o n t r o l li n g t h e le v e l o f m ic r o b i a l d e g r a d a t i o n .
In s p i ll s it u a t io n s , a s u r f e i t o f c a rb o n is a v a il a b le t o t h e m ic r o b ia l
c o m m u n i ty . T h e r a te a t w h ic h t h i s c a r bo n c a n b e u t i liz e d i s lim it e d b y t h e
a v a i la b il it y o f n u t ri e n ts a n d th e p h y s ic a l e n v i r o n m e n t . G e n e r a l ly , o x y g e n ,
n it r o g e n , a n d p h o s p h o r u s , a r e t h e m a jo r m o le c u la r c o n s t it u e n t s t h a t lim it o r
c o n t r o l t h e b i o de g r a d a t io n p r o c e s s e s (N a t i o n a l R e s e a r c h C o u n c i l , 1 9 8 5 ). M u c h
o f t he m a ri n e e n v i r o n m e n t is w e l l o x y ge n a te d a n d h a s b io lo g ic a ll y a v a i la b le
p h o s p h o r u s le v e ls s u f f i c i e n t f o r g r o w th (P a r s o n s , e t a l . , 1 9 7 7 ; F a lk o w s k i , 1 9 8 0 ).
T h i s im p li c a t e s n it r o g e n a s t h e pri m a ry l im it i n g fa c t o r (D u gd a le , 1 9 6 7 ; R y t h e r a n d
D u n s ta n , 1 9 7 1 ) . In lo w e n e r g y c o a s t a l a r e a s w it h l a rg e p e t r o le u m
c o n c e n t r a t i o n s , o x y ge n a n d n it r o g e n m a y c o
- r e g u l a t e le v e l s o f pe t r o l e u m
d e g r a d a t io n . A c o m m o n b io r e m e d ia l te c h n i qu e fo r s p i ll e d p e t r o l e u m h a s b e e n t o
a d d n it r o ge n a n d / o r ph o s p h o r u s to a l lo w t h e m i c r o b i a l c o m m u n it y t o u t i li z e t he
c a rb o n s o u r c e p r o v i d e d b y t h e p e t r o le u m h y d r o c a r b o n s (P r i n c e , 1 9 9 2 ).
C o a s t a l d e v e lo p m e n t i n t h U n it e d S t a te s h a s b e e n i n c r e a s i n g a t a
d r a m a t ic r a t e . W it h t h e i n c r e a s e d d e v e l o p m e n t h a s c o m e a d d it i o n a l r e c r e a t i o n a l
u s e o f c o a s t a l w a t e r s . M o r e h e a d C i ty , N o rt h C a r o l i n a i s s it u a t e d o n B o g u e
S o u n d a n d h a s s e v e r a l n a v ig a b l e c h a n n e ls w h i c h r u n t h r o u g h t h e a r e a . N e a r b y
B e a u fo rt I n le t a l lo w s e a s y a c c e s s t o t h e A t la n t ic O c e a n , a n d t h e i n te r c o a s t a l
W a t e n w a y r u n s d i r e c t ly t h r o u g h t h e a r e a . T h e s e fa c t o r s a n d m a n y o t h e r s
c o n t ri b u t e t o m a k e t h e a r e a v e ry po p u l a r f o r r e c r e a t io n a l b o a t e r s . T h e r e i s a l s o
c o n s i d e r a b le c o m m e r c ia l b o a t t r a f f ic w h ic h c o n s i s t s o f f i s h i n g a n d s h i p p i n g
v e s s e l s . P e t r o le u m po l l u t io n in t h e w a t e r w a y s , po rt s , a n d m a ri n a s is a n
u n f o rt u n a t e b y p r o d u c t o f t h e h e a v y m a ri n e t r a f f i c i n t h e a r e a . E n c lo s e d a r e a s
s u c h a s m a ri n a s f r e q u e n t ly a r e e x p o s e d t o s m a l l s p i ll s a s a r e s u lt o f o v e r - f i ll i n g o f
g a s t a n k s a n d o t h e r s t a n d a r d bo a t i n g o pe r a t io n s . T h e r e i s a n e e d f o r a
b io r e m e d i a l t e c h n iq u e t o d e a l w it h t h e s e s m a ll s p il l s , w h ic h a s a g r o u p c o n s t it u t e
a la r ge po rt i o n o f m a ri n e pe t r o le u m p o ll u t i o n .
B . A P o s s ib l e B i o r e m e d i a l T e c h n i q u e
T h e o p t im a l b i o r e m e d ia l t e c h n iq u e w o u ld b e o n e t h a t e a s e d lim it a t i o n s o f
f a c t o r s c o n t r o l li n g t h e m i c r o b ia l de g r a d a t iv e po t e n t i a l w i t ho u t a dd i n g e x c e s s iv e
a m o u n t s o f e x o g e n o u s m a te ri a l s o r n u t ri e n t s . T h i s m e t h o d w o u ld a llo w t he
n a t u r a l s y s t e m to r e c o v e r w it h t h e le a s t p o s s i b le im p a c t o n i ts fu n c t i o n i n g
(e c o lo g y a n d n u t r i e n t c y c l in g ). In t h e o r y , t h i s m e t h o d w o u ld r e d u c e t h e r i s k o f
n u is a n c e b lo o m s a n d s e v e r e p e r tu rb a t io n s i n i n t e r n a l n u t r ie n t c y c li n g w h ic h m a y
r e s u lt w h e n la rg e a m o u n t s o f i n o rg a n ic n u t r ie n t s a r e a d d e d to a m a r i n e s y s t e m .
T h i s w o r k e x a m i n e d t h e e f fe c t i v e n e s s o f a d d it i o n s o f i n o r ga n i c n u t r i e n ts ,
p a r t i c u la t e o r g a n ic c a r b o n s u b s t r a t e , i n e r t p a r t i c le s , d i s s o lv e d o r ga n ic c a r b o n ,
a n d t r a c e m e t a ls i n v a r i o u s c o m b i n a t i o n s . N a t u r a ll y o c c u r r in g S p a r t i n a
a l te r n i f l o r a w a s c h o s e n a s t h e c a r b o n s u b s t r a t e . T h e a d d it io n o f Sp a r t i n a h a s
be e n fo u n d t o s t im u la t e m i c r o b i a l N 2 f ix a t i o n i n m a n y s t u d i e s ( P a e r l a n d C a r lt o n ,
1 9 8 8 ; P a e r l e t a l . , 1 9 8 7 ; P a e r l a n d P r u f e rt , 1 9 8 7 ). S ig n if ic a n t N 2 f ix a t i o n h a s
b e e n d e t e c t e d i n p e t r o le u m h y d r o c a rb o n d e g r a d i n g s y s t e m s (L a g u e r r e e t a l . ,
1 9 8 7 ; T o c c a l i n o e t a l . , 1 9 9 3 ) . It w a s h y p o t h e s iz e d t h a t t h e a d d it io n o f S p a r t in a
a l te r n i f l o r a p a r t i c l e s a n d n u t r i e n ts w o u ld c o - o p t im i z e c o n d it i o n s f o r N 2 f i x a t i o n
a n d p e t r o le u m h y d r o c a r bo n de g r a d a t io n , i n c r e a s i n g t h e po te n t i a l fo r p e t r o le u m
h y d r o c a r bo n d e g r a da t i o n b y p r o v id i n g a n in t e r n a l s o u r c e o f
"
n e w
"
n i t r o g e n .
C . B a c k g r o u n d In f o r m a t i o n
1 . R e g u la t io n o f N 2 F ix a t i o n
M u c h o f t h e m a r i n e e n v i r o n m e n t h a s s u pp ly r a t e s o f b io l o g ic a l ly a v a i l a b le
n it r o g e n lo w e n o u g h to lim it g r o w t h a n d m e t a b o li c a c t i v it y i n t h e m i c r o b i a l
c o m m u n it y . T he N o r t h C a r o li n a c o a s ta l r e g i o n is a n e x a m p le o f t h i s t y pe o f
s y s t e m (T h a y e r , 1 9 7 4 ; R u d e k e t a l . , 1 9 9 1 ) . D e s p it e t h e n i t r o g e n d e f i c i e n c y i n t h e
r e g io n , h ig h l e v e ls o f N 2 f i x a t io n h a v e n o t b e e n c o n s i s t e n t ly o b s e r v e d . T h e
qu e s t i o n o f w h y t h e r e i s n
'
t s ig n i f i c a n t N 2 f i x a t io n i n t h is e n v i r o n m e n t w h e r e
c o n d it io n s a f f o rd a c o m p e t it iv e a dv a n ta g e t o o r ga n is m s c a p a b le o f m e e t i n g t h e i r
o w n n it r o g e n n e e d s r e m a i n s t o b e a n s w e r e d . C le a r ly , t h e r e a r e f a c t o r s i n t h e
m a r i n e e n v i r o n m e n t o t h e r t h a n n it r o g e n lim it a t io n li m it i n g t h e le v e ls o f N 2 f ix a t i o n .
T h e r e a r e a n u m b e r o f p h y s ic a l f a c t o r s in t h e m a r i n e e n v i r o n m e n t w h i c h
in f lu e n c e n it r o ge n a s e a c t i v it y . I r r a d i a n c e , t e m p e r a t u r e , a n d t u r b u l e n c e c a n a f f e c t
N 2 f ix a t io n e it h e r in d i v id u a l ly o r s y n e r g i s t i c a ll y ( P a e r l, 1 9 9 0 ) . N 2 f ix i n g
c y a n o b a c te r i a l ge n e r a t e n d t o o c c u r i n w a r m e r a n d h ig h ly i r r a d ia t e d w a t e r s a n d
te n d t o p e r fo r m b e t t e r a t t h e s u r fa c e o f t h e w a t e r (P a e r l e t a l. , 1 9 8 7 ) . In c r e a s e d
i r r a d ia n c e c a n in d ir e c t l y i n h i b it N 2 f ix a t io n by a llo w i n g fo r i n c r e a s e d
p h o t o s y n t he s is . T h is r e s u lt s i n h i g h e r O 2 c o n c e n t r a t io n s , w h ic h i n h ib it t h e
a c t i v it y o f t h e n it r o g e n a s e e n z y m e . N it r o g e n a s e a c t iv i t y in s o m e d i a z o t r o ph s c a n
b e m a x im iz e d d u r i n g pe ri o d s o f da rk n e s s be c a u s e , o n c e t h e s u n s e ts , t h e le v e l
o f o x y g e n p r o d u c i n g p h o t o s y n t h e s is d e c li n e s q u i c k ly . T h e m a x im u m n i t r o g e n a s e
a c t i v it y is f r e q u e n t ly o b s e r v e d i n t h e f ir s t 1 - 3 h o u r s fo l lo w i n g t h e o n s e t o f
d a rk n e s s (P a e r l a n d C a r lto n , 1 9 8 8 ) . T u rb u le n c e c a n d e c r e a s e le v e l s o f N 2
fi x a t i o n in s e v e r a l w a y s . It c a n m o v e N 2 fix i n g o rg a n i s m s a w a y f r o m t he m o s t
fa v o r a b le e n v ir o n m e n t , it c a n e n h a n c e O 2 d if fu s io n i n t o N 2 f ix i n g
m i c r o e n v i r o n m e n t s
,
a n d it c a n c a u s e r e s u s p e n s i o n o f n u t r i e n t s f r o m t h e b o tt o m
w hi c h c a n i n c r e a s e a m m o n i u m c o n c e n t r a t i o n s t o a le v e l w h e r e N 2 f ix a t io n w i l l
h a lt (P a e r l , 1 9 9 0 ).
A la c k o f ge n e t i c i n fo r m a t io n i s n o t r e s p o n s ib l e f o r t h e lim it a t io n o f
p o t e n t ia l N 2 f ix a t io n l e v e ls . T h e n i f g e n e w h i c h c o d e s fo r n it r o ge n a s e , t h e
e n z y m e r e s p o n s ib l e f o r N 2 f ix a t i o n , is h i g h ly c o n s e r v e d a n d u b i q u it o u s i n t h e
m a r i n e e n v i r o n m e n t ( P a e r l , 1 9 9 0 ) . A n o t h e r p o s s ib l e li m it i n g f a c t o r i s a v a i la b i lit y
o f m e t a l c o fa c t o r s s u c h a s m o l y b d e n u m a n d i r o n . T h e n it r o g e n a s e e n z y m e
c o m p le x c o m p r i s e s t w o s u b - u n it s . T h e f i r s t i s a n i r o n - c o n t a i n i n g p r o t e i n
d i n i t r o g e n a s e r e d u c t a s e a n d t h e o t h e r a m o ly b d e n u m
-
a n d i r o n - c o n t a i n i n g
p r o t e i n d i n i t r o g e n a s e (B u rg e s s , 1 9 8 4 ). H o w a r t h a n d C o le (1 9 8 5 ) p r o p o s e d t h a t
m o ly b d e n u m u p t a k e l e v e l s c o u l d lim it n it r o ge n a s e a c t i v it y . T h e i r c o n c lu s i o n w a s
b a s e d la r ge ly o n t h e i d e a th a t c o n c e n t r a t io n s o f s u lfa t e , a s t r u c t u r a l a n a l o g o f
m o ly bd a t e , a r e h ig h e n o u g h In m u c h o f t h e m a r i n e e n v i r o n m e n t t o p r o d u c e a n
i n h i b it io n o f m o ly b da t e u p t a ke b y m i c r o o r ga n is m s . P a e r l e t a l. (1 9 8 7 ) fo u n d t h a t
c o n c e n t r a t io n s o f a v a il a b l e m o ly b d e n u m a n d i r o n in t h e e n v i r o n m e n t e x c e e d e d
t h e n e e d s o f N 2 f ix e r s o n t h e N o r t h C a ro l i n a c o a s t . A l s o , n u t r i e n t b i o a s s a y s i n
t h e C a r ib b e a n a n d t h e N o r th C a r o li n a c o a s t h a v e s h o w n n o e v id e n c e o f l im ita t io n
o f n it r o ge n a s e a c t iv it y d u e to s c a r c ity o f m o ly b d a t e .
Fe w s t u d i e s h a v e i n v e s t i ga t e d po s s ib le lim ita t io n b y o t h e r t r a c e m e ta ls
s u c h a s c o p pe r , z i n c , m a n g a n e s e , c o ba lt , o r b o r o n . P a e r l e t a l. f o u n d t h e r e w a s
n o lim it a t i o n o f n it r o g e n a s e a c t iv it y d u e to c o n c e n t r a t i o n s o f a n y o f t h e s e m e ta l s
i n c o a s t a l w a t e r s (1 9 8 7 ). T h e c o n s i s t e n t ly n e ga t i v e r e s u lt s o b t a i n e d r e g a rd i n g
e ff e c t s o f t r a c e m e t a ls o n n it r o g e n a s e a c t iv it y d o n o t r u le o u t t h e po s s i b il it y o f a n
a s y e t u n d is c o v e r e d t r a c e m e t a l im p a c t . F u r t h e r i n v e s t i g a t i o n i s c e r t a i n ly
w a r r a n t e d .
In e n v i r o n m e n t s w h e r e a l l o f t h e n u t r i e n t r e q u ir e m e n ts fo r d i a z o t r o p h s a r e
m e t a n d t h e a b o v e m e n t i o n e d p h y s i c a l fa c t o r s fa v o r n it r o g e n a s e a c t i v it y , N 2
f ix a t i o n a p pe a r s to p r o v id e o n l y a s m a ll f r a c t io n o f t h e n i t r o ge n d e m a n d o f t h e
s y s t e m (H o w a r t h e t a l , 1 9 8 8 ) . N it r o g e n f ix e r s r e q u i r e b o t h a n a d e q u a t e e n e r gy
(c a r b o n ) s o u r c e a n d a r e a s w it h d e p l e t e d o x y g e n le v e l s . T h e s e a n o x ic z o n e s c a n
o c c u r o n p a r t ic le s a n d b i o f i lm s o r c a n r e s u lt f r o m o x y g e n g r a d i e n t s i n t h e w a t e r
c o lu m n o r n e a r s e d im e n t s (P a e r l, 1 9 9 0 ). T h e N o r t h C a r o l i n a c o a s t a l z o n e is
n it r o g e n lim it e d b u t o n ly lo w l e v e l s o f N 2 f ix a t io n a r e o b s e n / e d . N e it h e r s a l i n it y
n o r p H r e g im e s i n h i b i t n it r o ge n a s e a c t iv i ty . T h e m a jo r it y o f t h e n it r o g e n a s e
a c t iv it y o c c u r s o n s u r f a c e s w it h a v a i la b le o r ga n ic m a t t e r a n d a s u r r o u n d i n g
o x y g e n g r a d ie n t (P a e r l e t a l , 1 9 8 7 ) . R e d u c e d z o n e s a r o u n d t h e s u r fa c e s c a n b e
d e t e c te d u s i n g t e t r a z o l iu m s a lt a d d it io n s a n d m ic r o e le c t r o d e s t o c h a r a c t e r iz e
o x y g e n g r a d ie n t s (P a e r l a n d P r u fe r t , 19 8 7 ) . R e d u c e d a n o x i c m ic r o z o n e s c a n
o c c u r i n d e t r it u s
,
m ic r o b i a l m a t s , a n d c e l l a g g r e g a t io n s , a n d w h e n t h e s e z o n e s
a r e p r e s e n t , N 2 f ix a t io n i s m o r e li k e l y t o o c c u r . T h e d is t u rb a n c e o f a r e d u c e d
a n o x i c m ic r o z o n e by m ix i n g o r d if f u s i o n o f o x y g e n h a lt s n it r o g e n a s e a c t iv ity
(B e bo u t e t a l , 1 9 8 7 ).
P a e r l a n d C a r lto n e x a m i n e d t h e e f f e c t o f a d d i n g v a r i o u s o rg a n ic a n d
In o rg a n ic c a rb o n s u b s t r a t e s , a lo n e a n d i n c o n ju n c t i o n w it h a la b i le d is s o lv e d
c a r b o n s o u r c e (m a n n it o l). T h e y a d d e d tw o t y p e s o f p la n t d e t r it u s {S p a r t i n a a n d
Z o s te r a ) a n d t w o i n o rg a n ic s u b s t r a t e s (n y lo n s c r e e n i n g a n d g la s s f ib e r f i lt e r s ). In
a l l b u t t h e g l a s s f i lt e r c a s e n it r o g e n a s e a c t iv it y w a s d e t e c te d (v i a a c e t y l e n e
r e d u c t io n ) w h e n o n l y a s u bs t r a t e w a s a d d e d . T h e h ig h e s t d e te c t e d le v e l w a s o n
t h e o r ga n ic Z o s te r a pa r t ic le s . In a l l c a s e s w it h n it r o ge n a s e a c t i v it y a n o x y g e n
g r a d ie n t w a s d e t e c te d a r o u n d t h e s u r fa c e o f t h e s u b s t r a t e u s in g m i c r o e le c t r o d e s .
T h e m a x im u m n it r o g e n a s e a c t i v it y l e v e ls w e r e f o u n d w i t h t h e a d d it io n o f a
s u b s t r a t e a n d a s o u r c e o f d i s s o lv e d o r g a n ic m a t t e r . I n t h e s e c a s e s t h e s u r f i c ia l
o x y ge n g r a d i e n t w a s m o r e p r o n o u n c e d . T h is is a t t r i bu t e d t o t h e m e t a b o li s m o f
t h e d is s o lv e d o r g a n i c c a r bo n b y t h e n it r o ge n f ix e r s a n d a tt a c h e d b a c te r i a c a u s i n g
a r e d u c e d m i c r o z o n e t o fo r m . A dd it io n a l t e s ts w e r e p e r fo r m e d w it h p h o s p h o n j s ,
m o ly b d e n u m , a n d i r o n a d d e d a lo n e a n d I n c o m b in a t io n w it h t h e s u b s t r a t e . T h e s e
t r ia ls r e v e a le d n o a d d it io n a l i n c r e a s e i n n i t r o g e n a s e a c t iv it y a s a r e s u lt o f t h e
n u t r i e n t a n d m e t a l a d d i t i o n s (P a e r l a n d C a r lt o n , 1 9 8 8 ).
D e a d a n d s e n e s c e n t p la n t m a t e r ia l h a s b e e n s h o w n to in c r e a s e N 2
f ix a t io n b y p r o v id i n g a s o u r c e o f c a r bo n a n d e n e r gy i n m a n y a g r i c u lt u r a l s y s te m s
(H i l l a n d P a t r i q u i n , 1 9 8 8 ; H a ls a l l a n d G i b s o n , 19 8 9 ; a n d R o p e r a n d S m it h , 1 9 9 1 ) .
T h e a d d it i o n o f a g r i c u lt u r a l w a s t e s h a s b e e n s h o w n t o s t im u la t e N 2 f ix a t i o n i n t h e
m a r i n e e n v i r o n m e n t (B e b o u t a n d P a e r l, 1 9 8 8 ). B e b o u t a n d P a e r l a ls o f o u n d t h a t
t h e a d d it io n o f s m a l l pa r t i c le s o f s t e r il e c o r n s la s h r e s u l te d i n a n i n c r e a s e i n
n it r o g e n a s e a c t iv i ty in t h e n a t u r a l ly o c c u r r i n g m i c r o b i a l c o m m u n it y . R e d u c e d
m i c r o z o n e s a n d o x y g e n g r a d i e n ts w e r e f o u n d a r o u n d t h e p a r t i c le s .
2 . R e g u l a t i o n o f P e t r o l e u m H y d r o c a r b o n B i o d e g r a d a t i o n
In 1 9 4 6 C la u d e Z o B e ll w r o t e t h e f i r s t m a jo r r e v i e w o f s t u d ie s e x a m i n i n g
t h e r o le o f m i c r o o r g a n is m s i n d e g r a d i n g h y d r o c a rb o n s . In t h is r e v ie w h e m a d e a
n u m b e r o f o b s e r v a t io n s a bo u t t h e a c t i v it y o f m ic r o o rg a n i s m s o n h y d r o c a rb o n s .
H e s t a t e d t h a t a li p h a t ic , o le f i n ic , a r o m a t ic , a n d n a p h t h e n ic h y d r o c a r b o n s i n g a s ,
li q u id , a n d s o l id ph a s e s a p pe a r e d t o b e s u s c e p t i b le t o d e g r a d a t i o n b y
m i c r o o rg a n i s m s . H e f o u n d a li ph a t ic h y d r o c a r b o n s t o b e t h e m o s t e a s i ly o x id i z e d
by m ic r o o rg a n i s m s . Z o B e l l a ls o s t a t e d t h a t t h e a b i lit y t o u t i li z e hy d r o c a r b o n s a s
a s o u r c e o f c a r b o n a n d e n e r g y w a s w id e s p r e a d a m o n g m i c r o o rg a n is m s . N e a r ly
1 00 s pe c ie s o f b a c t e r i a , f u n g i , y e a s t s , a n d m o ld s w e r e s a id t o b e c a pa b le o f
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a t a c k i n g h y d r o c a rb o n s . T h e p o t e n t i a l fo r m i c r o o r g a n i s m s u t i l iz i n g h y d r o c a r b o n s
a s t h e i r s o u r c e o f c a rb o n a n d e n e rg y w a s fo u n d t o b e l im it e d b y o t h e r fa c t o r s
s u c h a s n it r o g e n a v a i la b i lit y a n d o x y g e n c o n c e n t r a t i o n . F i n a l ly , Z o B e l l m e n t io n e d
a n u m be r o f a r e a s r e la t e d t o m i c r o b ia l i n t e r a c t io n s w it h h y d r o c a r b o n s t h a t
r e m a i n e d to b e In v e s t ig a t e d . A m o n g t h e m w a s t h e p o s s ib i lit y o f u s i n g t h e
p o te n t i a l o f m i c r o o r g a n i s m s t o d e g r a d e h y d r o c a rb o n s a s a t o o l in c le a n i n g u p o i l
s p il ls a n d r e f i n e ry e f f l u e n t s .
T h e d r a m a t ic i n c r e a s e i n t h e u s e o f pe t r o le u m a n d t h e d i s ta n c e p e t r o le u m
is t r a n s p o r t e d b e f o r e it s u s e h a v e in c r e a s e d t h e n e e d f o r m e a s u r e s t o a id i n t h e
c le a n u p o f pe t r o le u m p o l lu t io n . T he e n a c t m e n t a n d e n fo r c e m e n t o f t h e T o x ic
S u b s t a n c e s C o n t r o l A c t h a s m a d e b io r e m e d ia t i o n a v i a b le e c o n o m ic o p t i o n fo r
c le a n i n g u p o i l po ll u t io n (A le x a n d e r , 19 8 1 ) . T o f o r m u l a t e e f f e c t i v e t e c h n iq u e s f o r
d e a li n g w it h pe t r o l e u m p o l lu t io n , a n u n de r s t a n d i n g o f t h e f a c t o r s w h ic h r e g u la t e
p e t r o l e u m h y d r o c a r b o n d e g r a d a t i o n m u s t b e ga i n e d .
T h e t y p e o f p e t r o le u m p o l lu t i o n i n a n e n v i r o n m e n t c a n d r a m a t ic a lly a f fe c t
t h e a b i lit y o f m ic r o o r g a n i s m s t o a c t u po n it (R is e r - R o be r t s , 1 9 9 2 ) . M a n y r e f i n e d
p e t r o le u m p r o d u c ts h a v e a d d it iv e s , s u c h a s le a d , w h ic h a r e to x i c t o
m i c r o o rg a n is m s a n d l im it t h e i r a b i l it y t o d e g r a d e t h e h y d r o c a rb o n s (A t la s , 1 9 7 8 b ) .
D if f e r e n t ty pe s o f pe t r o le u m p ro d u c ts h a v e d if f e r e n t p r o po r t io n s o f h y d r o c a rb o n
c o n s t it u e n t s . T h e r e la t iv e a b u n d a n c e o f a r o m a t ic , a li p h a t ic , a n d a s p h a lt i c
h y d r o c a r b o n s i n f lu e n c e s t h e p o t e n t ia l f o r m ic r o b i a l d e g r a d a t i o n . M i c r o o r ga n is m s
p re fe r e n t i a l ly a t t a c k c e r t a i n pe t r o le u m h y d r o c a r bo n s o v e r o t h e r s . T h i s
p h e n o m e n o n is c a ll e d d i a u x ie (A t la s , 1 9 7 8 b ) .
D ie s e l f u e l is a c o m m o n po l lu t a n t i n t h e m a r i n a s a n d e n c lo s e d w a t e r s
s u r r o u n d in g t he M o r e he a d C ity , NC a r e a . M a n y m a r i n e e n g i n e s u t il i z e d i e s e l
fu e l
,
a n d a c e r t a i n a m o u n t o f d i e s e l p o llu t i o n r e s u lt s . D i e s e l f u e l c o n s is t s o f
a li p h a t ic , a r o m a t ic a n d c y c lo a li p h a t ic c o m p o n e n ts b e t w e e n 1 0 a n d 1 9 c a rb o n s
lo n g a n d d i s t i l ls f r o m pe t r o le u m a fte r k e r o s e n e a t b e t w e e n 2 0 2
°
a n d 3 0 6 ° C
(R is e r - R o b e r ts , 1 9 9 2 ). T h e r e a r e p r o po rt i o n a l ly m o r e a li p h a t i c c o n s t it u e n t s
(4 5 . 9 % ) , t h a n c y c lo a li p h a t i c (3 4 . 3 % ) a n d a r o m a t ic (1 9 . 8 % ) c o n s t it u e n t s i n d ie s e l
f u e l (C le w e l l , 1 9 8 1 ) . T h e a li p h a t ic c o n s t it u e n t s a r e d e g r a d e d b y b e t a o x i d a t io n , a
p r o c e s s w h ic h i n v o lv e s t h e s e q u e n t i a l fo r m a t i o n o f a n a lc o h o l , a n a ld e h y de , a n d
a f a t t y a c id . O n c e t h e fa t t y a c i d i s f o r m e d , it is c le a v e d , p r o d u c i n g CO 2 a n d a
n e w fa t t y a c i d tw o c a r b o n s s h o rt e r th a n t h e o r ig i n a l (A t la s , 1 9 7 8 b ). T h e r e a r e n o
d ia u x ie e f f e c t s a m o n g s t r a i g ht c h a i n a li p h a t i c s i n t h e r a n ge o f c h a i n le n g t h s
p r e s e n t i n d ie s e l fu e l (A t la s , 1 9 7 2 a ). D i e s e l f u e l h a s a r e la t iv e ly lo w v i s c o s it y
w h i c h a ll o w s It to d i s p e r s e fa i ri y q u ic k ly . T h i s i n c r e a s e s t h e p o te n t i a l fo r m i c r o b ia l
de g r a d a t i o n , a s m i c r o o rg a n i s m s t e n d t o d e g r a de p e t r o le u m h y d r o c a r b o n s a t
w a t e r /o i l i n t e r f a c e s (P r it c h a rd a n d C o s ta , 1 9 9 1 ) .
M i c r o o rg a n i s m s c a pa b le o f p e t r o l e u m d e g r a d a t io n a r e p r e s e n t i n m u c h o f
t h e m a r i n e e n v i r o n m e n t . M a n y s p e c i e s o f b a c te n a , y e a s ts , a n d f u n g i a r e c a p a b l e
o f u t i li z i n g p e t r o le u m h y d r o c a rb o n s a s t h e i r s o le s o u r c e o f c a r b o n a n d e n e r gy
(F e d o r a k e t a l . , 1 9 8 4 ; D a v ie s a n d W e s t la k e , 1 9 7 9 ). H o w e v e r , t h e i n t r o d u c t io n o f
a la r g e q u a n t it y o f p e t r o le u m h y d r o c a r bo n s t o a n a r e a w i ll o f t e n b e t o o m u c h f o r
t he i n d ig e n o u s m i c r o f lo r a t o d e g r a de . T o i n c r e a s e t h e m ic r o b i a l po p u la t i o n t o a
s i z e w h ic h i s c a p a b l e o f a s s im i la t i n g t h e h y d ro c a rb o n s a t a r e a s o n a b le r a t e , o n e
o f t w o b a s ic a c t io n s m u s t b e t a ke n . E it h e r o rg a n i s m s m u s t b e a dd e d , o r t h e
e n v i r o n m e n t m u s t b e m o d if ie d t o i n c r e a s e t h e i n d i g e n o u s p o p u la t i o n (P r i n c e ,
1 9 9 2 ) .
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S e e d in g e f f e c t iv e o rg a n i s m s i n a n a t e m p t t o i n c r e a s e t h e p o t e n t i a l f o r
d e g r a d a t io n i s c a l le d b i o a u g m e n ta t l o n ( P r i n c e , 1 9 9 2 ). F o r m i c r o b ia l s e e d in g t o
b e a n e f fe c t i v e b io r e m e d i a l t e c h n i q u e , t h e i n t r o d u c e d o rg a n i s m s m u s t b e a b l e t o
c o m p e t e w it h t h e i n d ig e n o u s o r g a n i s m s a n d s u r v i v e i n t h e n e w e n v i r o n m e n t
(A t la s , 1 9 7 8 b ; P r i n c e , 1 9 9 2 ). M ix e d c u lt u r e s a r e n e c e s s a r y to d e g r a d e a
c o m p le x m ix t u r e s u c h a s a p e t r o le u m p r o d u c t (R i s e r - R o be r t s , 1 9 9 2 ). T a g g e r e t
a l . (1 9 8 3 ) f o u n d t h a t i n a m o d e l s e a w a t e r s y s t e m n o i n c r e a s e i n p e t r o le u m
h y d r o c a r b o n d e g r a d a t io n po t e n t ia l r e s u lt e d f r o m t h e i n t r o d u c t io n o f a m ix e d
m ic r o b i a l po p u l a t i o n k n o w n t o b e c a p a b l e o f d e g r a d i n g p e t r o le u m h y d r o c a rb o n s .
P r i n c e (1 9 9 2 ) s u g ge s te d t h a t m i c r o b ia l s e e d i n g c o u l d be a n e f f e c t iv e t o o l i n t h e
o p e n o c e a n w h e r e t h e r e is lit t le c o m pe t it io n b e c a u s e o f t h e lo w c o n c e n t r a t i o n o f
m ic r o o r ga n i s m s . H o w e v e r , in t h e o p e n o c e a n t h e r e m a y b e a p r o b le m w it h
p r e d a t io n o f s e e d m ic r o o r g a n is m s . C i lia t e s h a v e b e e n o b s e r v e d s t r ip p i n g
b a c t e r i a a n d y e a s t s f r o m t h e s u r fa c e o f o i l d u r i n g a b l o o m re s u lt i n g f r o m a n o il
s p i l l (R i s e r - R o b e r t s , 1 9 9 2 ). P o s s i b ly t h e i n e f f e c t iv e n e s s o f m ix e d c u lt u r e
m ic r o b ia l s e e d i n g t e c h n iq u e s u s e d t h u s f a r is d u e t o t h e a bs e n c e o f s o m e
u n c u lt u r a b le m ic r o be . Bu t t o n e t a l . (1 9 9 2 ) w o r ke d o n t h e s p i ll f r o m t h e E x x o n
Va l d e z , a n d f o u n d t h a t s m a l l u n c u lt u r a b le b a c t e r i a w e r e im p o r ta n t i n t h e
b i o de g r a d a t i o n o f o il f r o m t h a t s p i l l.
A n u m b e r o f p h y s ic a l f a c t o r s i n t h e e n v i r o n m e n t a ls o a f f e c t t h e a b i l it y o f
m ic r o o r ga n is m s t o d e g r a de p e t r o le u m h y d r o c a rb o n s . T e m p e r a t u r e c a n a f f e c t t h e
r a t e a t w h ic h b io d e g r a d a t i o n o f pe t r o le u m h y d r o c a r b o n s o c c u r s (R i s e r - R o b e r t s ,
1 9 9 2 ) . A d e c r e a s e o f 1 0 ° C c a u s e d a 2 . 2 - fo ld de c r e a s e i n t h e ge n e r a t io n t im e o f
ba c te r i a a n d a s lo w e r r a te o f d e g r a d a t i o n o f B u n ke r C o i l , h e x a d e c a n e , a n d a
h y d r o c a r bo n m i x t u r e (M u lk i n s - P h i ll ip s a n d St e w a r t , 1 9 7 4 ). M a n y s t u d i e s i n
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v a ri e d s y s t e m s h a v e fo u n d t e m p e r a t u r e t o b e a lim it i n g fa c t o r i n t h e le v e l o f
p e t r o le u m h y d r o c a r bo n d e g r a d a t i o n (A t la s , 1 9 7 8 a ; H e it k a m p a n d C e r n ig li a , 1 9 8 7 ;
O llv ie ri e t a l . , 1 9 7 6 ). B a r t h o lo m e w a n d P f a e n de r (1 9 8 3 ) , h o w e v e r , f o u n d t h a t
t e m p e r a t u r e d i d n o t e f f e c t t h e r a t e o f c r e s o l m i n e r a li z a t i o n i n a n e s t u a ry .
A v a i la b le o x y g e n is a n o t h e r fa c t o r w h i c h c a n l im i t p e t r o le u m h y d r o c a r b o n
d e g r a d a t io n p o t e n t ia l s . T h e i n it ia l e n z y m a t ic a c t i v it y i n h y d r o c a r b o n d e g r a d a t i o n
i s b y o x y g e n a s e e n z y m e s . Ox y ge n i s r e q u i r e d i n e a c h s t e p o f t he m e ta b o l ic
t r a n s f o r m a t i o n o f a n a l k a n e t o a fa t ty a c i d . G e n e r a lly , o x y ge n le v e ls i n t h e w a t e r
c o l u m n o f t h e m a r i n e e n v i r o n m e n t a r e s u f f i c ie n t t o c a u s e n o c o n s t r a i n t s o n
de g r a d a t io n o f pe t r o le u m h y d r o c a rb o n s (P a r s o n s , e t a l. , 19 7 7 ; F a lk o w s k i , 1 9 8 0 ) .
I f o x y g e n le v e ls d e c r e a s e d u e t o t h e p r e s e n c e o f a la r g e q u a n t ity o f o i l , t h e r e i s
e v id e n c e t o s u gg e s t t h a t t h e r e w o u l d b e a r e d u c t io n i n t h e po t e n t i a l fo r m ic r o b ia l
hy d r o c a r b o n d e g r a d a t io n . In o i le d s e d im e n ts t h e r e a r e r e d u c e d o x y g e n l e v e ls
d u e t o i n c r e a s e d c o n s u m pt i o n o f O 2 f o r b i o d e g r a d a t io n a n d d e c r e a s e d b u r r o w i n g
(B a k e r a n d G r if f it h s , 1 9 8 4 ). Be t r a n d e t a l . e x a m in e d t h e e f fe c t o f o x y g e n
c o n c e n t r a t i o n o n p e t r o le u m h y d r o c a r b o n d e g r a d a t io n i n m a ri n e s e d im e n t s . T h e y
o b s e r v e d t h a t h y d r o c a r b o n d e g r a d a t io n w a s h i gh a t 8 pp m , d e te c t a b l e a t 2
- 3
pp m , a n d n o t d e t e c t a b le u n d e r a n a e r o b ic c o n d it io n s (B e t r a n d e t a l . , 1 9 8 6 ).
H e it k a m p a n d C e r n ig li a (1 9 8 7 ) f o u n d t h a t o x y g e n t e n s i o n lim it e d de g r a da t io n o f
po l y c y c l ic a r o m a t i c h y d r o c a rb o n s (P A H s ) a n d h e x a d e c a n e i n a n e s t u a r y .
T h e a d d i t i o n o f r e a d i ly
- de g r a d a b le c a r b o n s u b s t r a t e h a s b e e n u t i li z e d a s a
b i o s t im u la t o r y t e c h n iq u e t o a t t e m pt t o i n c r e a s e m ic r o b ia l d e g r a d a t io n o f o r ga n ic s
(S c h m id t a n d A l e x a n d e r , 1 9 8 5 ; S h im p a n d P f a e n d e r , 1 9 8 5 ; L a d o u s s e a n d
T r a m ie r
,
1 9 9 1 ; P f a e n d e r , 1 9 9 2 ) . S c h m i d t a n d A le x a n d e r (1 9 8 5 ) f o u n d t h a t t h e
a d d it io n o f a s e c o n d c a rb o n s u b s t r a t e c a n h a v e v a ri e d im pa c ts o n b io d e g r a d a t io n
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o f s y n t h e t i c o r g a n i c c o m p o u n d s a t l o w c o n c e n t r a t io n s . T h e y f o u n d t h a t
d e g r a d a t i o n o f a s y n t h e t ic o rg a n i c c o m p o u n d w a s e it h e r s t im u la te d o r i n h ib it e d
d e p e n d i n g o n t h e o r ga n is m s p r e s e n t , t h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e s e c o n d s u b s t r a t e ,
a n d t h e t y pe o f s y n t h e t ic o rg a n ic c o m p o u n d b e i n g d e g r a d e d . S h im p a n d
P f a e n d e r ( 1 98 5 ) fo u n d t h a t t h e a dd it i o n o f a n a t u r a l ly - o c c u r r i n g la b il e c a r b o n
s u b s t r a t e i n c r e a s e d t h e d e g r a d a t i o n o f m o n o s u b s t it u te d p h e n o l s . R e a d i ly -
d e g r a d e d c a r b o n a dd e d t o s o i l p o ll u te d by je t f u e l w a s fo u n d to c a u s e n o
i n c r e a s e i n m i c r o b i a l d e g r a d a t io n o f p e t r o le u m h yd r o c a r b o n s ( P fa e n d e r , 1 9 9 2 ).
In ip o l E A P 2 2 , t h e o le o ph i li c fe r t i l iz e r t h a t e f fe c t i v e ly i n c r e a s e d pe t r o le u m
h y d r o c a rb o n d e g r a d a t io n f o l lo w i n g t h e E x x o n Va ld e z s p i l l , c o n t a in s o le ic a c id , a
r e a d i ly d e g r a d a b l e c a r bo n s o u r c e , a s a m a jo r c o m p o n e n t (L a do u s s e a n d
T r a m ie r
,
1 9 9 1 ) .
C o n c e n t r a t io n s o f i n o rg a n ic n u t r ie n t s o f te n lim it t h e b i o d e g r a d a t i o n o f
p e t r o le u m h y d r o c a r b o n s i n t h e m a r i n e e n v i r o n m e n t . A t la s a n d B a rt h a ( 1 9 7 2 b )
fo u n d t ha t m i c r o b i a l d e g r a da t io n a n d m in e r a l iz a t i o n w e r e n o t i n c r e a s e d b y t he
a d d it i o n o f n it r a t e o r p ho s p h a t e a lo n e b u t w e r e i n c r e a s e d d r a m a t ic a l ly w h e n
n it r a t e a n d p h o s ph a t e w e r e a d de d to ge t h e r . P f a e n de r e t a l. (1 9 8 5 ) fo u n d t h a t t h e
c o n c e n t r a t i o n o f i n o r g a n ic n u t r ie n t s i n e s t u a r i e s , r iv e r s , a n d la k e s c o r r e la t e d w it h
t h e po t e n t ia l fo r b io d e g r a d a t io n . T h e r e a r e s it u a t i o n s w h e r e t h e a d d it i o n o f
i n o r ga n i c n u t r i e n ts d o e s n o t i n c r e a s e m ic r o b i a l d e g r a d a t io n le v e ls . T h e a d d it io n
o f i n o rg a n ic n u t r i e n t t o je t f u e l c o n t a m i n a t e d s o i l c a u s e d n o a p p r e c ia b l e i n c r e a s e
i n m ic r o b i a l pe t r o le u m h y d r o c a rb o n d e g r a da t i o n (P f a e n de r , 1 9 9 2 ) . S im pl e
e x pe r im e n t s d e s ig n e d t o d e t e r m i n e t h e l im i t i n g n u t r i e n t s a t a s p e c if ic s it e c a n a n d
s h o u l d b e pe r f o rm e d p r io r t o a n y b i o r e m e d ia l e f fo r t (P r i n c e , 1 9 9 2 ) .
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A d d i n g f e r t i li z e r t o a n a r e a a f f e c t e d b y o il p o l lu t io n i s o n e m e t h o d t h a t h a s
b e e n u s e d t o a t t e m pt to a l le v i a t e p h y s ic a l a n d c h e m ic a l c o n s t r a i n t s w h ic h
d e c r e a s e t h e p o t e n t ia l fo r m i c r o b ia l de g r a d a t io n . B e s i d e s s im p l e a d d it i o n o f
i n o rg a n i c n u t r i e n t s , w h ic h c a n c a u s e n u is a n c e a lg a l b lo o m s , t h e r e h a v e b e e n
s e v e r a l m a j o r ty p e s o f fe r t i liz e r s d e v e lo p e d to in c r e a s e pe t r o le u m h y d r o c a r b o n
d e g r a d a t io n . A s lo w r e l e a s e , p a r a f f i n s u pp o r t e d fe r t i liz e r w a s d e s ig n e d b y
O li v ie r i e t a l . ( 1 9 7 6 ) f o r u s e i n t h e p e la g i c m a r in e e n v i r o n m e n t . P a r a f f i n w a s
i n c o r p o r a t e d i n to t h e fe r t i l iz e r to a l lo w t h e n u t r ie n t s t o r e m a i n a t t h e s u r f a c e i n
c o n ta c t w it h t h e m i c r o o r g a n is m s a n d t h e o i l . T h e f e r t i l iz e r , w h ic h c o n t a in e d
M g N H 4 P 0 4 a s t h e a c t i v e i n g r e d ie n t , in c r e a s e d d e g r a d a t io n b y 5 0 % c o m p a r e d t o
t h e c o n t r o l. T h e i d e a o f u s i n g o le o p h i li c fe r t i li z e r w a s s u g ge s t e d b y A t l a s a n d
B a r t h a i n 1 9 7 3 . T h e i r v e r s io n c o n t a i n e d o c t y lp h o s p h a t e a n d p a r a f f i n iz e d u r e a
a n d w a s f o u n d t o s t im u la t e o i l d e g r a d i n g o r ga n is m s . M o r e r e c e n t ly , a r e f i n e d
v e r s i o n o f t h e o l e o p h i l ic f e r t i li z e r c a m e in t o t h e p u b l ic e y e . I n i po l E A P 2 2 w a s
u s e d o n t h e b e a c h e s i n A la s ka t o i n c r e a s e m ic r o b i a l de g r a d a t i o n o f o i l a f te r t h e
s p i l l f r o m t h e E x x o n Va ld e z . T h e fe r t il iz e r c o n s is t s o f u r e a t o s u p p ly n i t r o g e n ,
la u r e t h p h o s p h a t e a s a s u r fa c t a n t a n d a p h o s p h o r u s s u p p ly , o le i c a c id a s t h e
c a r r i e r a n d a r e a d i ly d e g r a da b le c a r bo n s o u r c e , a n d t o x y e t h a n o l t o r e d u c e
v i s c o s it y (P r i tc h a r d a n d C o s ta , 1 9 9 1 ) . M a n y s t u d ie s w e r e u n d e r ta k e n t o a s s e s s
t h e e f f e c t i v e n e s s o f In ip o l i n i n c r e a s i n g p e t r o le u m h y d r o c a rb o n d e g r a d a t i o n
(C ra w f o r d , 1 9 9 0 ; L i n d s t r o m e t a l . , 1 9 9 1 ; P r itc h a rd a n d C o s ta , 1 9 9 1 ; P r i n c e ,
1 9 9 2 ). In ip o l w a s f o u n d t o i n c r e a s e t h e a m o u n t o f o i l d e g r a d i n g m ic r o b ia l a c t i v it y
a n d t h e r e w e r e g r e a t e r r e d u c t io n s i n t h e a m o u n t o f o i l o n t r e a t e d b e a c h e s t h a n
o n u n t r e a t e d b e a c h e s (C r a w fo r d , 1 9 9 0 ; P r it c h a r d a n d C o s t a , 1 9 9 1 ; P r i n c e ,
1 99 2 ). L i n d s t r o m e t a l . ( 1 9 9 1 ) fo u n d t h a t im m e d ia t e l y a f te r t h e f i r s t a p p li c a t i o n o f
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t h e f o r t i liz G r t h e r e w a s a n i n c r e a s e i n t in e p o t e n t i a l f o r n n i n e r a li z a t io n o f t h e s p i l le d
o i l a n d t h a t a f t e r t h e s e c o n d a p p l i c a t i o n t h e r e w a s a n e v e n h i g h e r p o t e n t i a l f o r
d e g r a d a t i o n a n d i n c r e a s e d n u m b e r s o f o il d e g r a d i n g o rg a n i s m s w e r e a l s o
o b s e r v e d . It w a s d e t e r m i n e d t h a t it is d if f i c u lt t o ge t d i r e c t e v i d e n c e o f m ic r o b ia l
d e g r a d a t i o n o f p e t r o le u m h y d r o c a rb o n s b y m a s s b a la n c e m e t h o d s a n d t h a t
in d i r e c t e v id e n c e s u c h a s h i g h e r p o t e n t i a l f o r d e g r a d a t io n a n d i n c r e a s e d
n u m b e r s o f o i l d e g r a d i n g o r ga n is m s w o u ld h a v e t o b e s u f f ic ie n t (L i n d s t r o m e t a l. ,
1 9 9 1 ) .
3 . M i c r o b i a l A t t a c ti m e n t
T h e a t t a c h m e n t o f m ic r o o rga n i s m s t o s u r f a c e s i s i n f l u e n c e d b y a n u m b e r
o f f a c t o r s . A m o n g t he m a r e t h e s u r fa c e c o m p o n e n ts o f t h e m i c r o o rg a n is m ,
p r o pe r t ie s o f t h e s u r f a c e (c h a rg e , p o la r i ty ) , a n d t h e p r e s e n c e o f s u b s t a n c e s
a l r e a d y a ds o rb e d o n t h e s u r fa c e (F le t c h e r a n d M c E ld o w n e y , 1 9 8 4 ) . S u r f a c e s
a t t r a c t m a n y t y p e s o f s u b s t a n c e s a n d c a n a c c u m u la te b o t h i n h i b it o r y a n d
s t im u l a t o ry a g e n t s . B a c t e r ia a s s o c i a t e d w it h p a r t i c le s te n d t o b e l a rg e r t h a n f r e e
f lo a t i n g b a c t e r i a i n t h e m a r i n e a n d f r e s h w a t e r e n v i r o n m e n t ( P a e r l , 1 9 8 0 ). A
s u r fa c e i s o f te n t h e s it e o f c h e m ic a l a n d m ic r o b i a l i n t e r a c t io n s a n d p r o v id e s a n
e n v i r o n m e n t fo r a h ig h d e n s it y o f m i c r o b i a l c o lo n iz a t i o n . P a r t ic l e s t e n d to s u p po r t
la r ge p r o p o r t io n s o f m e t a b o l ic a l ly a c t iv e m ic r o b i a l po p u l a t io n s (J a n n a s c h a n d
P r it c h a r d
,
1 9 7 2 ; P a e r l a n d G o l d m a n , 1 9 7 2 ) .
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O n c e m i c r o o r g a n i s m s a r e a t t a c h e d , t h e i r m e t a b o l ic a c t iv ity o f t e n c r e a t e s
o r a lt e r s a m ic r o e n v i r o n m e n t o n t h e pa r t i c le . A n e x a m p le o f t h is is t h e fo r m a t i o n
o f a r e d u c e d m i c r o z o n e o n a n o rg a n i c c a r b o n pa rt i c l e (P a e r l , 1 9 8 5 ) . T h e
p h y s io c h e m i c a l iy a lt e r e d m i c r o e n v i r o n m e n t s f o u n d o n p a r t i c l e s o r s u r f a c e s a r e o f
t h e s it e o f m i c r o b ia l p r o c e s s e s w h ic h m a y b e in h i b ite d o r r e s t r i c t e d i n t h e
s u r r o u n d i n g w a t e r s . S o m e e x a m p l e s o f m ic r o b ia l p r o c e s s e s w h i c h o f t e n o c c u r in
p a r t ic le a s s o c ia te d s y s te m s a r e N 2 fix a t io n , d e n it r i f i c a t io n , a n d n it r if ic a t io n (Pa e r l ,
1 9 8 4 ) .
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I I . O b je c t i v e s
T h e f o l lo w in g w e r e t h e o b je c t iv e s o f t h is r e s e a r c h p r o je c t :
1 ) D e t e r m i n e t h e f a c t o r s lim it i n g m ic r o b ia l d e g r a d a t i o n o f d ie s e l f u e l .
2 ) D e t e r m i n e t h e e f f e c t o f d i e s e l f u e l o n m a r i n e N 2 f ix a t i o n .
3 ) A t te m p t t o i d e n t ify t h e c o n d it io n s w h ic h w o u ld c o - o p t im iz e N 2 f ix a t i o n a n d
m i c r o b ia l d i e s e l d e g r a d a t io n .
4 ) D e v e l o p a n e f f i c ie n t t r e a t m e n t t h a t m a x im iz e s d i e s e l b io d e g r a d a t io n .
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I I I . E X P E R IM E N T A L M A T E R IA L S A N D M E T H O D S
A . S t u d y S i t e
Sa m p le s w e r e o b t a i n e d f r o m t h e M o r e h e a d C ity Y a c li t B a s i n , w ii l c ii i s o n
a f u l l s a li n it y c h a n n e l a d ja c e n t t o t h e M o r e h e a d C ity P o r t t o t h e w e s t . T h e y a c h t
b a s i n is j u s t o f f B o g u e So u n d o n t h e f r i n g e o f t h e N e w p o r t R i v e r e s tu a r y . T h e
g e o lo g ic a l c o m p o s it i o n o f t h e bo t to m i s a m ix t u r e o f s a n d , s i lt , a n d c la y (K ir by -
S m it h a n d C o s t lo w
,
1 9 8 9 ) . T h e n a t u r a l s u b s t r a te in t h e w a t e r c o l u m n i s la r ge ly
d e t r it u s f r o m a d ja c e n t s a lt m a r s h e s . T h e d o m i n a n t a s pe c t o f t h e h y d r o lo g y o f
t h e b a s i n is t h e s e m i- d iu r n a l t i d a l p a t t e r n , w it h a n a p p r o x im a t e ly 1 m e t e r
d if fe r e n c e b e t w e e n h i gh a n d lo w t id e s (K i rb y - S m it h a n d C o s t lo w , 1 9 8 9 ) .
B e c a u s e o f t h e b o a t t r a f f i c
,
d o c k i n g o pe r a t i o n s , a n d t h e p r e s e n c e o f d o c k e d
b o a t s i n t h e w a t e r t h r o u g ho u t t h e y e a r , t h e b a s i n is c h r o n ic a lly e x po s e d t o
p e t r o le u m h y d ro c a r b o n p o ll u t io n .
B . A s s a y s
F iv e lit e r w a t e r s a m p l e s w e r e a c q u i r e d a n d w e r e d i v id e d t o a s s e s s d ie s e l
f u e l d e g r a d a t io n a n d N 2 fi x a t io n . F o r a l l a s s a y s , 3 0 m l o f s a m p le w a s p l a c e d i n a
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6 0 m l s e r u m v ia l a lo n g w it h v a ri e d a d d it i o n s . A l l s a m p le s w e r e i n c u b a t e d o n a n
a i r po w e r e d o u t d o o r s ha ke r ta b le (A PO ST ) (F ig u r e 1 ), e it h e r o u ts id e o r i n a
g r e e n h o u s e . W h e n t h e s h a k e r ta b le w a s o u t s i d e it w a s s h a d e d d u r i n g t h e m id d le
o f t h e d a y t o p r e v e n t o v e r - h e a t i n g o f t h e s a m p le s .
1 . P r e p a r a t i o n o f A d d i t i o n s
A d d it i o n s t o s a m p le s a s s a y e d fo r N 2 f ix a t io n a n d d ie s e l f u e l d e g r a d a t io n
i n c l u d e d Sp a r t in a a l te r n i f l o r a pa r t i c le s , g l a s s f i lt e r p a r t i c le s , n y lo n s c r e e n
p a r t i c le s , i n o r g a n i c n it r o g e n (1 m M N H4 C I) , i n o r ga n ic p h o s p h o r u s (5 0 ju M
K H 2 P O 4 ), 5 m M m a n n it o l (C 6 H 1 4O 6 ) , a t r a c e m e ta l m ix t u r e , a n d 1 m M m e r c u r ic
c h lo r i d e (Hg C l2 ) fo r d ie s e l d e g r a da t i o n po is o n e d c o n t r o l s .
T h e Sp a r t in a pa rt i c le s w e r e o b t a i n e d f r o m s t a n d i n g d e a d S p a r t i n a
c o l le c t e d f r o m R a d io Is la n d
,
N o rt h C a r o li n a . T h e d e a d le a v e s a n d s t e m s w e r e
w a s h e d w it h f i lt e r e d s e a w a t e r , d r ie d i n a n o v e n a t 5 0
° C , s o rt e d t o r e m o v e
e x t r a n e o u s m a t e r ia l
,
a u t o c la v e d
,
a n d g r o u n d u p i n a c o f fe e g r i n d e r . I n s a m p l e s
w it h Sp a r t in a a dd it i o n s , 0 . 0 5 g o f Sp a r t in a w a s a d d e d t o a 3 0 m l w a t e r s a m p le .
T h i s v a l u e w a s c h o s e n b y de t e r m i n i n g t h e e qu iv i l e n t q u a n t ity o f c o r n
-
s l a s h w h i c h
p r o d u c e d m a x im u m l o n g - t e r m N 2 f ix a t io n (B e b o u t a n d P a e r l , 1 9 8 8 ) a n d
e x a m in i n g t h e e f f e c t o f t h e a dd it i o n o f i n c r e a s e d a m o u n t s o f Sp a r t in a o n
d is s o lv e d o x y g e n le v e ls (F ig u r e 2 ) . In a n e f f o rt t o m a x im iz e lo n g - t e r m d is s o lv e d
o x y ge n a n d N 2 f ix a t io n le v e ls a v a l u e o f 1 . 6 7 g Sp a rt /n a / lit e r w a s c h o s e n . T h e
o t h e r p a rt i c le
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A ir P o w e r e d O u t d o o r S h a k e r T a b le
rMM i
o
s a m p le s
a i r i n
p o ly e t hy le n e
c o v e r
w a t e r
F ig u r e 1 : M e c h a n i s m o f t h e a i r po w e r e d s h a k e r t a b le (A P O S T )
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D is s o lv e d O x y g e n E x p e r i m e n t
S p a r t i n a
3 . 3 4 g / l
1 . 6 7 g fl
0 . 6 g yi
t im e (d a y s )
F ig u r e 2 : D i s s o lv e d o x y g e n le v e ls t h r o u g h f o u r d a y s a f t e r t h r e e d if f e r e n t Sp a r t i n a
a l t e r n i f l o r a a d d it i o n a m o u n t
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t y p e s (g la s s f i lt e r a n d n y lo n s c r e e n ) w e r e a u t o c la v e d a n d c h o p p e d i n t h e s a m e
m a n n e r a s t h e S p a r t i n a a n d y i e ld e d s im i l a r pa r t i c le s i z e s .
T h e t r a c e m e t a l s t o c k s o lu t io n u t i li z e d w a s c o m p o s e d o f :
1 lit e r 1 8 m e ga O hm w a t e r
1 . 8 9 7 g Fe C l3
4 . 3 5 5 g E D T A
0 . 0 2 3 g Z n S 0 4 • H 2 O
0 . 1 7 8 g M n C l2 » H 2 0
0 . 0 0 7 g N a 2 M o 0 4 • H 2O
0 . 0 1 2 g C o C l 2 * H 2 0
0 . 0 1 0 g C u S 0 4 « H 2 0
T h e s to c k m e t a l s o lu t io n w a s a d d e d t o t h e s a m p le s in a 1/ 1 0 0 0 d i l u t io n . T h e
i n o rg a n ic n u t r i e n ts a n d m a n n it o l w e r e p r e p a r e d i n s t o c k s o l u t io n s 1 0 0 0 t im e s t h e
d e s i r e d f i n a l c o n c e n t r a t io n s o t h e y c o u ld b e a d d e d t o t h e s a m p le s i n m a n a ge a b le
v o lu m e s .
2 . D e t e r m i n a t i o n o f N 2 F i x a t i o n P o t e n t i a l s
T h e a c e t y le n e r e d u c t io n a s s a y , o r ig i n a lly de s c r i be d b y S te w a r t e t a l .
(1 9 6 7 ) a n d m o s t r e c e n t l y m o d if ie d b y C a p o n e (1 9 9 2 ) w a s u t i l iz e d t o d e t e r m i n e
N 2 f ix in g c h a r a c t e r i s t i c s a m o n g m ix e d m i c r o b i a l c o m m u n it i e s . T h e a c e t y l e n e
r e d u c t i o n t e c h n i qu e is a n in d i r e c t a s s a y t h a t p r o v i de s a c o n v e n i e n t , i n e x pe n s iv e ,
a n d s e n s it iv e e s t im a t e o f N 2 f ix a t io n . P h y s io lo g ic a l ly , t h e a s s a y w o r k s b e c a u s e
t h e n it r o g e n a s e e n z y m e i s n o t o n l y c a p a b le o f r e d u c i n g N 2 t o a m m o n i u m , b u t it
a ls o r e d u c e s o t h e r t r ip le b o n d c o m po u n d s i n c l u d i n g a c e t y le n e . I n s u f f i c i e n t
q u a n t it i e s a c e t y le n e c a n c o m p e t e w it h N 2 f o r t h e a c t iv e s i te o n t h e n it r o g e n a s e
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e n z y m e a n d t h e e t h y le n e p r o d u c e d is r e le a s e d i n t o t h e ga s p h a s e o f t h e
i n c u b a t io n c o n t a i n e r
,
w h e r e it c a n b e c o l le c t e d a n d qu a n t if ie d .
T h r e e 3 0 m l s a m p le s p e r t r e a t m e n t w e r e p l a c e d i n 6 0 m l s e r u m v ia l s
c a p p e d w i t h 2 0 m m re d r u b b e r s le e v e d s t o p pe r s o n a n o u t do o r s h a k e r ta b le .
E t h y l e n e e v o lu t i o n w a s a s s a y e d a t 1 , 2 , a n d 4 d a y s . T o de t e r m i n e e t h y le n e
e v o lu t i o n le v e ls , s a m p le s h a d 1 0 m l o f t h e g a s p h a s e r e m o v e d a n d r e p l a c e d w it h
1 0 m l o f a c e t y l e n e u s i n g a 10 m l s y r i n ge . A c e t y le n e w a s g e n e r a te d b y a d d i n g
c a l c i u m c a r b i de (C a C 2 ) t o d i s t i l le d w a t e r i n a n E r ie n m e y e r f la s k a n d c o l le c t i n g it
i n a b la d d e r . T h e a d de d a c e t y le n e w a s bu b b le d i n t o t h e s a m p le to d i s s o lv e
a c e t y l e n e i n t h e w a t e r . S a m p le s w e r e i n c u b a t e d f o r t h r e e h o u r s . A t t h e e n d o f
t he i n c u ba t io n , s a m p le s w e r e s h a k e n v ig o r o u s ly f o r s e v e r a l s e c o n d s a n d 1 0 m l o f
t h e g a s p h a s e w a s d i s p l a c e d w it h s e a w a t e r i n t o a s y r i n g e w h ic h w a s t h e n
i n je c t e d i n t o a 1 0 m l e v a c u a te d s e r u m v i a l (c a pp e d w it h a 2 0 m m s t r a ig h t r e d
r u b b e r s t o pp e r a n d a 2 0 m m a lu m i n u m s e a l ), w h e r e it c o u ld b e s to r e d fo r s e v e r a l
d a y s , i f n e c e s s a r y .
T h e c o l le c t e d g a s e s w e r e m e a s u r e d i n a S h im a d z u G C - 9 A ga s
c h r o m a t o g r a p h u s i n g a f l a m e io n iz a t i o n d e t e c t o r (F ID ). A 2 m s t a i n le s s s t e e l
c o l u m n pa c k e d w it h P o r o pa k Q w a s h e l d a t 8 0
° C t o s e p a r a t e t h e ga s e s . H ig h
p u r ity n it r o g e n w a s u s e d a s t h e c a r r i e r g a s . P e a k a r e a s w e r e o bt a i n e d u s i n g a
S h im a d z u C R5 0 1 C h ro m a t o p a k i n t e g r a to r a n d w e r e c o n v e r t e d t o n m o l e t h y le n e
t h r o u g h a s t a n d a r d c u r v e . E t h y le n e p r o d u c t io n w a s c a l c u la t e d o n a p e r v o lu m e
b a s i s b y u s i n g t h e fo l lo w i n g e q u a t io n :
[e t h y le n e ] he a d s pa c e * v o l u m e h e a d s p a c e
e t h y le n e p ro d u c t io n =
v o l u m e s a m ple
* t im e i n c u b a t io n
2 3
E t h y le n e e v o lu t i o n v a l u e s w e r e r e c o rd e d I n u n it s o f :
n m o l C 2 H 4 • I
-
"
" • h
- l
3 . D e t e r m i n a t i o n o f D i e s e l D e g r a d a t i o n
T o a s s e s s t h e r e la t i v e a m o u n t o f pe t r o le u m h y d r o c a r b o n s r e s p i r e d b y t h e
m ic r o b ia l c o m m u n it y , t h e r a d io l a b e l m e t h o d o f A t la s (1 9 7 9 ) w a s s e le c t e d . Ot h e r
o p t i o n s f o r d e t e r m i n i n g r e la t iv e r a te s o f m in e r a l iz a t i o n i n c lu d e d m e a s u r e m e n t o f
C O 2 g e n e r a t e d a n d s e v e r a l g a s c h r o m a t o g r a ph y m e t h o d s . T h e r a d io l a b e l
m e t h o d w a s c h o s e n o v e r t h e o t h e r t e c h n iq u e s b e c a u s e o f e a s e o f e x e c u t io n ,
s im p l ic it y o f a n a l y s is , a n d a h ig h le v e l o f s pe c if ic it y . T h e v a l u e o b t a i n e d b y t h i s
m e t h o d is lo w e r t h a n o t h e r m e t h o d s i n t e r m s o f qu a n t it y o f o i l d e g r a d e d , bu t it
y i e ld s a c c u r a t e p r o po r t io n a l r e s u lt s (A t la s , 1 9 7 2 b ). T h e d i e s e l f u e l w a s s p i k e d
w it h
"
• ' ^C la b e l e d h e x a d e c a n e (t e r m i n a l c a r b o n la b e le d ) b e c a u s e a f i f t e e n c a r b o n
a li p h a t ic c h a i n r e p r e s e n ts t h e
"
a v e r a g e
"
c o n s t itu e n t o f d i e s e l fu e l . 0 . 2 |n C i .
"
I ^ C
h e x a d e c a n e w a s a d d e d p e r m l o f d ie s e l f u e l . T h i s q u a n t it y w a s c h o s e n b e c a u s e
t he a d d it io n o f 0 . 3 m l o f d i e s e l pe r 3 0 m l s a m p le p r o v id e d t h e d e s i r e d le v e l o f a t
le a s t 1 0 ^ d i s i n te g r a t io n s p e r s a m p le ( 1 3 3 , 2 0 0 d is i n t e g r a t i o n s p e r s a m p le ).
T h e s a m ple s w e r e in c u b a t e d in 6 0 m l s e r u m v ia l s s e a le d w it h 2 0 m m r e d
r u b b e r - s l e e v e d s t o p p e r s f it te d w it h h a n g i n g c e n te r - w e ll c o l le c t o r s (F ig u r e 3 ). T h e
c e n t e r - w e l l c o l le c t o r s w e r e fi l le d w it h 2 N K O H a n d a p ie c e o f f o ld e d f i lt e r p a pe r .
T h e s t r o n g b a s e s e r v e d t o c o l le c t t he
1 ^ 0 0 2 ge n e r a t e d by de g r a da t io n o f t h e
la b e l e d h e x a de c a n e . A f t e r t h e s a m pl e s i n c u ba t e d f o r t h e a pp r o p r ia t e p e r i o d o f
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D i e s e l D e g r a d a t i o n A p p a r a t u s
^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^
\ rf fi ::;^Srf :?^ ;i^ ?rf g ^ ^
- h a n g i n g w e l l c o ll e c t o r
■ 2 0 m m s le e v e d s t o p p e r
-
"
a c c o r d io n
"
f i lt e r p a p e r
-
2 N K O H
6 0 m l s e r u m v i a l
s a m p le
F i gu r e 3 : A p pa r a t u s fo r d ie s e l d e g r a da t i o n a s s a y s
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t im e (u s u a l ly 1 , 2 , a n d 4 w e e k s ) , t h e f i lt e r p a p e r w a s r e m o v e d f r o m t h e h a n g i n g
w e l ls a n d p la c e d i n 7 m l h i g h d e n s i ty p o ly e t h y le n e (H O P E ) s c i n t i l la t i o n v ia l s w it h
5 m i C y t o s c i n t s c i n t i l la t i o n c o c k t a i l. C y t o s c i n t w a s s e le c t e d a s t h e s c i n t i l la t i o n
c o c k t a i l b e c a u s e it i s e f fe c t iv e fo r s a m p le s w it h p r o p o r t i o n a l ly lo w a q u e o u s
p h a s e s a n d b e c a u s e it p r o d u c e s lo w e r l e v e l s o f c h e m i lu m i n e s c e n c e t h a n o t h e r
c o c k t a i l s . T h e s c i n t i ll a t io n v ia l s w e r e t h e n p l a c e d i n a B e c k m a n L S 5 0 0 0 T D
s c in t i l la t i o n c o u n t e r w h i c h d e t e r m i n e d t h e c o u n ts pe r m i n u t e (c p m ) o f l ^ c i n
e a c h s a m p le . R e la t iv e d i e s e l de g r a d a t io n w a s e x p r e s s e d i n u n it s o f c o u n t s pe r
m in u t e (c p m ).
4
. S p e c i a l E x pe r im e n t a l C o n d i t i o n s
A n e x p e r im e n t w a s d e s ig n e d to t e s t t h e e f f e c t o f v a r i e d t e m pe r a tu r e o n
d ie s e l d e g r a d a t io n le v e ls . S a m p le s w e r e p r e p a r e d i n t w o i d e n t i c a l s e t s o f
t r i p li c a t e s fo r e a c h t r e a t m e n t . O n e s e t w a s i n c u b a t e d o u t s i d e o n t h e A P O ST a n d
t h e o t h e r s e t w a s i n c u ba te d i n s i de . T h e i n s i d e s e t w a s p la c e d o n a L a b
- L i n e
s h a k e r t a b l e s e t a t 5 0 rp m , w h ic h w a s c ho s e n to b e s t s i m u la te t h e s ha k i n g s pe e d
o f t h e A PO S T . T h e in d o o r t e m p e r a t u r e w a s m a i n t a i n e d a t 2 4
° C a n d t h e a v e r a g e
o u t do o r t e m p e r a t u r e w a s 7
° C .
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C . s t a t i s t i c a l A n a ly s i s
D a t a w e r e a n a ly z e d by u s i n g a tw o
- w a y a n a ly s is o f v a ri a n c e t o d e t e r m i n e
t h e a b s e n c e o r p r e s e n c e o f a t r e a t m e n t a n d /o r i n c u b a t i o n t im e e f f e c t a n d t h e
i n t e r a c t io n b e tw e e n t h e t w o f a c to r s . D a ta w e r e e x a m i n e d t o d e t e r m i n e i f t h e y f it
t h e a n a ly s i s o f v a ri a n c e a s s u m p t io n o f n o r m a l it y . T h o s e t h a t d i d n o t w e r e
lo g a r it h m ic a l ly t r a n s f o r m e d t o i n c r e a s e n o r m a l ity . A B o n fe r r o n i m u lt i p le r a n g e
t e s t w a s pe r fo r m e d t o d e t e r m i n e t h e s t a t i s t i c a l d if f e r e n c e s b e t w e e n d if fe r e n t
t r e a t m e n t s a n d t im e po i n t s . T he s e a s o n a l d a ta w e r e s u b je c t e d t o a S t u d e n t -
N e w m a n - K e u l s m u lt ip l e r a n ge t e s t i n s t e a d o f a B o n fe r r o n i te s t be c a u s e o f
c o n s t r a in t s i n t h e s o f tw a r e pa c k a g e r e la t e d t o t h e s iz e o f t h e d a t a s e t .
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IV . R e s u l ts
A . D i e s e l D e g r a d a t i o n
E x p e r im e n t I e x a m in e d t in e im pa c t o f t li e f o ll o w i n g t r e a t m e n t s o n d ie s e l
d e g r a d a t io n (f ig u r e 4 ) a f t e r 1 , 2 , a n d 4 w e e k s .
I c o n t r o l C
II n it r o ge n + p h o s p h o r u s N P
I II Sp a r t i n a S
IV Sp a r ti n a + n it r o g e n + p h o s p ho r u s S N P
V S p a r t i n a + p h o s p h o r u s S P
In e x p e r im e n t I t h e r e w a s a s i g n i f i c a n t t r e a t m e n t e f fe c t (t w o - w a y A N O V A ,
p < 0 . 0 0 0 1 ). T h e t r e a t m e n ts v a r i e d i n e f f e c t iv e n e s s in i n c r e a s i n g d ie s e l
d e g r a d a t io n . T h e h ie r a r c h y o f d e g r a da t i o n s t im u la t i o n b y t h e t r e a t m e n t s w a s C
N P < S = S P < S N P (B o n f e r r o n i m u lt i p le r a n ge te s t [B M RT ]) .
Ex p e r im e n t I I I t e s t e d t h e f o llo w i n g t r e a t m e n t s (f ig u r e 5 ) :
I c o n t r o l C
II Sp a r t i n a + p h o s p h o r u s S P
II I s c r e e n + p h o s p h o n j s S c P
T h e r e w a s a s ig n if ic a n t t r e a t m e n t e f f e c t a n d a s ig n if ic a n t t im e e f f e c t o b s e r v e d
(p < 0 . 0 0 0 1 , p = 0 . 0 0 6 7 , tw o - w a y A N O V A ). T h e S P t r e a t m e n t w a s f o u n d to b e
m o r e e f fe c t iv e t h a n t h e C o r Sc P t r e a tm e n t s . T h e C a n d Sc P t r e a t m e n t s w e r e
s t a t is t ic a l ly s im i l a r i n t e r m s o f d e g r a d a t io n le v e l (B M R T ) .
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D ie s e l D e g r a d a t io n E x p e r i m e n t
3 0 0 0
r w
'
H n iBi , r w i
'
H g j B
E3 t im e 1
B po is o n e d c o n t r o l
ED t im e 2
BB po is o n e d c o n t ro l
ED t im e s
H po is o n e d c o n t ro l
T re a t m e n t s :
l - c o n t r o l
l l - N + P
I l l - S p a r t i n a
IV - S p a r t in a + N + P
V - S p a rt in a + P
T r e a t m e n t s
F ig u r e 4 : C o m p a r is o n o f t h e e f f e c ts o f Sp a r t i n a a n d i n o r g a n i c n u t r i e n t s , i n
c o m b i n a t io n , o n d ie s e l d e g r a da t io n (be ga n 7 / 2 3 / 9 2 )
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2 0 0 -
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Q t im e 1
B p o is o n e d c o n t r o l
□ t im e 2
H p o is o n e d c o n t r o l
□ t im e 3
IE9 p o is o n e d c o n t r o l
T r e a t m e n t s :
l - c o n t r o l
l l - S p a r t i n a + P
I l l - s c r e e n + P
T r e a t m e n t s
F igu r e 5 : C o m pa r is o n o f t h e e f fe c t i v e n e s s o f Sp a r t i n a a n d n y lo n s c r e e n i n
s t im u la t i n g d ie s e l d e g r a d a t i o n (b e g a n 9 /2 5 / 9 2 )
3 0
T h e f o ll o w i n g t r e a t m e n t s w e r e u s e d In e x p e r im e n t IV (f i g u r e 6 ) :
I c o n t r o l C
II n it r o ge n + p h o s p h o r u s N P
II I Sp a r t i n a + ph o s p h o r u s S P
IV S p a r t i n a + ph o s p h o r u s + m a n n it o l S P M
A tw o - w a y A N O V A f o u n d a d a y e f f e c t (p = 0 . 0 0 7 5 ) a n d a t r e a t m e n t e f fe c t
(p< 0 . 0 0 0 1 ). T h e c o n t r o l a n d t h e N P t r e a t m e n t c a u s e d t h e le a s t d e g r a d a t io n ,
fo llo w e d b y t h e S PM t r e a t m e n t , a n d t h e S P t r e a t m e n t w h i c h w a s m o s t e f f e c t iv e i n
s t im u la t in g d ie s e l de g r a d a t io n (B M R T ) .
F i g u r e 7 s h o w s t h e e f f e c t o f t h e f o l lo w i n g t r e a t m e n t s t h a t w e r e t e s t e d i n
e x p e r im e n t V .
I c o n t r o l C
II t r a c e m e ta l s T
I II Sp a r t i n a + p h o s ph o r u s S P
IV Sp a r t i n a + p h o s ph o r u s + t r a c e m e t a l s S P T
T he r e w a s a t r e a t m e n t e ffe c t (p< 0 . 00 0 1 ) a n d a t im e e f f e c t (p = 0 . 0 02 2 ) d i s c o v e r e d
b y a t w o - w a y A N O V A . T h e S P T a n d T t r e a t m e n t s w e r e s t a t i s t i c a l ly s im i l a r a n d
w e r e g r e a te r t h a n C a n d S P , w h i c h w e r e s i m i la r to e a c h o t h e r i n d i e s e l
d e g ra d a t io n s t im u la t io n l e v e ls (B M R T ). N o n e o f t h e m e a n d ie s e l d e g r a d a t i o n
v a l u e s w e r e a b o v e 7 0 c p m in t h is e x p e r im e n t .
In e x pe r im e n t V I t h e fo l lo w i n g t r e a t m e n t s w e r e e v a lu a t e d fo r e f f e c t iv e n e s s
i n i n c r e a s i n g d ie s e l de g r a d a t i o n (f ig u r e 8 ) .
I c o n t r o l C
II n it r o ge n + p h o s p h o r u s N P
I II Sp a r ti n a + p h o s ph o r u s S P
IV Sp a r t i n a + n it r o g e n + p h o s ph o r u s S N P
T h e r e w a s a s i g n if i c a n t t r e a t m e n t e f fe c t a n d a s i g n i f i c a n t t im e e f fe c t d e t e r m i n e d
b y a t w o
- w a y A N O V A (p < 0 . 0 0 0 1 , P = 0 . 0 2 5 3 ). T h e t r e a t m e n t s r a n k e d i n
e f fe c t iv e n e s s i n i n c r e a s i n g d ie s e l de g r a d a t io n i n t h e fo llo w i n g o r d e r : C = N P <
S P < S N P (B M R T ) .
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5 0 0 -
4 0 0 -
3 0 0
2 0 0 -
1 0 0
EZ3 t im e 1
H po is o n e d c o n t r o l
□ t im e 2
H p o i s o n e d c o n t r o l
□ t im e s
S p o is o n e d c o n t r o l
T r e a t m e n t s :
l - c o n t r o l
l l - N + P
I l l - S p a r t i n a + P
IV - S p a r t i n a + P + m a n n it o l
I I I I V
T r e a t m e n t s
F ig u r e 6 : A s s e s s m e n t o f t he e ff e c t o f d is s o lv e d o rg a n ic c a r bo n a d d it io n o n d ie s e l
d e g r a d a t i o n (b e g a n 1 0 / 12 /9 2 )
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13 t im e 1
E l p o is o n e d c o n t r o l
[3 t im e 2
E9 p o is o n e d c o n t r o l
□ ti m e 3
H p o is o n e d c o n t r o l
T r e a t m e n t s :
l - c o n t r o l
l l - t r a c e m e t a ls
I l l - S p a r t i n a + P
IV - S p a r t i n a + P + t m
T r e a t m e n t s
F ig u r e 7 : A s s e s s m e n t o f t he e f f e c t o f a t r a c e m e t a l s o lu t i o n o n d i e s e l
d e g r a d a t io n {b e ga n 1 1 / 1 0 / 9 2 )
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T r e a t m e n t s
Q t im e 1
S p o is o n e d c o n t r o l
E3 t im e 2
B p o is o n e d c o n t r o l
Q t im e 3
B p o is o n e d c o n t r o l
T r e a t m e n t s :
l - c o n t r o l
l l - N + P
I l l - S p a r t i n a + P
IV - S p a r t i n a + N + P
F ig u r e 8 : C o m pa r i s o n o f t h e e f fe c ts o f Sp a r t in a a n d i n o rg a n ic n u t r ie n t s , i n
c o m b i n a t i o n , o n d i e s e l d e g r a d a t io n (b e g a n 1/ 7 / 93 )
3 4
In e x pe r im e n t V I I (f i gu r e 9 ) t w o s e t s o f t w o t r e a t m e n t s w e r e in c u b a t e d b o t h
i n s id e a n d o u t to d e t e r m in e t li e e f f e c t o f te m pe r a tu r e o n d ie s e l d e g r a d a t i o n .
I c o n t r o l (o u ts i d e ) C
I I Sp a /t / n a + p h o s ph o r u s (o u ts id e ) S P
I I I c o n t r o l (i n s i de ) C I
IV Sp a r t in a + p h o s p h o r u s (i n s i de ) S P I
A t r e a t m e n t e f fe c t w a s o b s e r v e d f o r t h e o u t s id e s a m p le s (p< 0 . 0 0 0 1 , tw o - w a y
A N O V A ) . T h e t r e a t m e n t s r a n ke d i n e f f e c t iv e n e s s i n i n c r e a s i n g d ie s e l
d e g r a d a t io n a s f o ll o w s : C < C I = S P = S P I (B M RT ).
In E x p e ri m e n t V II I (f ig u r e 1 0 ) t h e a d d it i o n s li s t e d be lo w w e r e a s s e s s e d f o r
t h e i r a b il it y t o i n c r e a s e d ie s e l d e g r a da t i o n .
I c o n t r o l C
II Sp a r t i n a + p h o s p h o r u s S P
II I g l a s s f i lt e r + p h o s p h o r u s G P
T h e r e w a s a s ig n if ic a n t t r e a t m e n t e f f e c t (p< 0 . 0 0 0 1 , t w o - w a y A N O V A ) a n d t h e S P
t r e a t m e n t w a s s ig n if ic a n t ly m o r e e f fe c t iv e t h a n t h e C a n d G P t r e a t m e n t s w h i c h
w e r e e q u a l ly e f fe c t i v e (B M R T ) .
T h e t r e a t m e n t s u s e d i n e x p e r im e n t IX (f ig u r e 1 1 ) w e r e :
I c o n t r o l C
II Sp a r t i n a + p h o s ph o r u s S P
I I I S p a r t i n a + p h o s ph o r u s + t r a c e m e t a l s S P T
T h e r e w a s a s ig n if i c a n t t r e a t m e n t e f fe c t (p< 0 . 0 0 0 1 , tw o - w a y A N O V A ) a n d a
s ig n if ic a n t t im e e ff e c t (p = 0 . 0 2 0 1 , t w o - w a y A N O V A ) . T h e S P t r e a t m e n t i n c r e a s e d
d i e s e l d e g r a d a t io n t h e m o s t o f a n y o f t h e t r e a t m e n t s . T h e a d d it io n o f t r a c e
m e ta ls d e c r e a s e d d ie s e l d e g r a d a t io n le v e ls i n t h e S P T t r e a t m e n t r e la t iv e t o S P t o
t h e po i n t w h e r e t h e y w e r e s t a t is t ic a l ly s im i la r t o t ho s e o f t h e c o n t r o l (B M R T ) .
E x pe r i m e n t X I (f i g u r e 1 2 ) e x a m i n e d t h e e f f e c t iv e n e s s o f s e v e r a l
t r e a t m e n ts a f te r a o n e w e e k i n c u b a t i o n . T h e f o llo w i n g t r e a t m e n t s w e r e u s e d :
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[3 t im e 1
H po is o n e d c o n t r o l
S t im e 2
B p o is o n e d c o n t r o l
0 t im e 3
B p o is o n e d c o n t r o l
T r e a t m e n t s :
l - c o n t r o l (o u t s id e )
l l - S p a r t i n a + P (o u t s id e )
I l l - c o n t r o l (i n s id e )
I V - S p a r t i n a + P (i n s id e )
IV
T r e a t m e n t s
F i g u r e 9 : A s s e s s m e n t o f t h e e f f e ct o f v a r ie d te m pe r a t u r e o n d i e s e l d e g r a d a t i o n
(be g a n 2/ 8 / 9 3 )
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E I t im e 1
H p o is o n e d c o n t r o l
0 t im e 2
H p o is o n e d c o n t r o l
H t im e 3
B p o is o n e d c o n t r o l
T r e a t m e n t s :
l - c o n t r o l
- S p a r t i n a + P
l - g la s s f i l t e r + P
T r e a t m e n t s
F ig u r e 1 0 : C o m pa r i s o n o f t h e e f f e c t iv e n e s s o f Sp a r t in a pa r t ic le s a n d g la s s
p a r t i c l e s i n s t im u la t i n g d ie s e l d e g r a d a t i o n (be g a n 3 / 4 / 93 )
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0 t im e 2
B p o is o n e d c o n t r o l
S t im e 4
H p o is o n e d c o n t r o l
T r e a t m e n t s :
l - c o n t r o l
l l - S p a r t l n a + P
I l l - S p a r t in a + P + t m
T r e a t m e n t s
F ig u r e 1 1 : A s s e s s m e n t o f t h e e f fe c t o f a t r a c e m e t a l s o lu t i o n o n d ie s e l
d e g r a d a t io n (be ga n 4 / 2 6 / 9 3 )
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I I I IV V I V I I V I I I I X
l - c o n t r o l
l l - S p a r t i n a
l l l - S p a r t i n a + 1 m M N
IV - Sp a r t i n a + 1 m M N + 5 0 u M P
V - S p a r t i n a + 2 m M N + 5 0 u M P
V I - S p a rt i n a + 2 m M N + 10 0 u M P
V I I- S p a r t Jn a + 2 m M N
V I I I - S p a rt in a + 3 m M N + 5 0 u M P
IX - S p a rt m a + 3 m M N + 1 5 0 u M P
X - S p a r t i n a + S m M N
T r e a t m e n t s
F i g u re 1 2 : A s s e s s m e n t o f t h e e f f e c t o f i n c r e a s i n g q u a n t it i e s o f in o r ga n i c
n u t r ie n t s i n c o n ju n c t io n w it li Sp a r t i n a (b e g a n 8 / 1 3 / 9 3 )
3 9
I c o n t r o l C
II S p a r t i n a S
III Sp a / t / n a + n i t r o ge n ( 1m M ) S N
IV Sp a r ti n a + n i t r o ge n ( 1m M ) + p h o s p h o r u s (5 0 u M ) S N P
V S p a r ti n a + n Jt r o g e n (2 m M ) + p h o s p h o r u s (5 0 u M ) S 2 N P
V I Sp a r ti n a + n it r o ge n (2 m M ) + p h o s p h o r u s (1 OOu M ) S 2 N 2 P
V II Sp a / t /n a + n lt r o ge n (2 m M ) S 2 N
V II I Sp a r t i n a + n it r o g e n (3 m M ) + p h o s p h o r u s (5 0 u M ) S 3 N P
IX Sp a r t i n a + n it r o g e n (3 m M ) + ph o s p h o r u s (1 5 0 u M ) S3 N 3 P
X Sp a r ti n a + n i t r o g e n (3 m M ) S 3 N
A s ig n if ic a n t t r e a t m e n t e f f e c t e x is te d (p< 0 . 0 0 0 1 , o n e - w a y A N O V A ) . T h e
t r e a t m e n t s f e l l i n t o t h r e e c a t e go r i e s in te r m s o f e f f e c t iv e n e s s i n i n c r e a s in g d ie s e l
d e g r a d a t io n . T h e c o n t r o l w a s a l o n e i n t h e le a s t e f f e c t iv e g r o u p . T h e n e x t m o s t
e f fe c t iv e g r o u p e d i n c l u d e d t r e a t m e n t s t h a t i n c lu de d Sp a r t in a a n d o n e o r n o
i n o rg a n ic n u t r i e n ts (S , S N , S 2 N , S 3 N ). T h e m o s t e f fe c t iv e g r o u p o f t r e a t m e n t s
w a s t h e t r e a t m e n t s t h a t i n c lu d e d Sp a r t in a a n d b o t h n it r o ge n a n d p h o s p h o r u s (a t
a n y c o n c e n t r a t i o n ) , t h e s e t r e a t m e n ts w e r e S N P , S 2 N P , S 2 N 2 P , S 3 N P , a n d
S 3 N 3 P (B M RT ).
E x p e r im e n t X II (f ig u r e 1 3 ) w a s a o n e w e e k e x pe r im e n t t h a t e v a l u a te d t h e
e f fe c t i v e n e s s o f s e v e r a l t r e a t m e n t s .
I c o n t r o l C
II Sp a r t i n a S
II I Sp a r t i n a + n it r o g e n S N
IV S p a r t i n a + p h o s ph o r u s S P
V Sp a r t i n a + n it r o g e n + p h o s p h o r u s S N P
T h e r e w a s a t r e a t m e n t e f f e c t (p< 0 . 0 00 1 , o n e - w a y A N O V A ) . T h e t r e a t m e n t s
d i v i d e d i n t o t h e fo llo w i n g g r o u p s i n t e r m s o f in c r e a s e d d i e s e l d e g r a d a t io n .
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l - c o n t r o l
l l - S p a r t i n a
l l l - S p a r t i n a + 1 m M N
IV - Sp a r t i n a + I m M N + 5 0 u M P
V - S p a r t in a + 2 n i M N + 5 0 u M P
V I - S p a r t in a + 2 m M N + I OO u M P
V I I- S p a r t i n a i 2 m M N
V I I I - S p a r t i n a + 3 m M N + 5 0 u M P
IX - S p a r t in a + 3 m M N + 1 50 u M P
X - S p a r t i n a + Sm M N
T r e a t m e n t s
F i gu r e 1 3 : D e t e r m i n a t i o n o f t ine f a c t o r s lim it i n g d i e s e l d e g r a d a t io n (b e ga n
9 / 1 7/ 9 3 ).
4 1
A g a i n , t h e m o s t e f fe c t iv e t r e a t m e n t i n c lu d e d Sp a r t i n a a n d b o t h i n o r ga n i c
n u t r ie n t s (S N P ) (B M R T ).
T h e c o n t r o l a n d S P t r e a t m e n ts w e r e f o llo w e d t h r o u g h o u t o n e f u l l s e a s o n
(7 / 9 2 - 9 / 9 3 ) . T h e d e g r a d a t i o n a f te r o n e w e e k is s h o w n i n f i g u r e 1 4 . T h e r e w a s a
s i g n i f i c a n t t im e a n d t r e a t m e n t e f fe c t (p< 0 . 0 0 0 1). T h e S P t r e a t m e n t w a s fo u n d t o
b e m o r e e f f e c t i v e t h a n t h e c o n t r o l t h r o u g h o u t t h e s e a s o n ( B M R T ) .
B . A c e t y l e n e R e d u c t i o n A s s a y s
T h e 8 / 1 3 / 9 2 e x pe r im e n t c o m pa r e d t h e e f fe c t o f t r e a t m e n t s o n N 2 f ix a t i o n
w it h a n d w it h o u t d ie s e l p r e s e n t . N it r o g e n a s e a c t i v it y a p pe a r e d t o be h ig h e r w it h
d ie s e l p r e s e n t in t h i s e x pe r im e n t (f ig u r e 1 5 ) . T h e r e w a s a s i g n if ic a n t t r e a t m e n t
e f f e c t (tw o - w a y A N O V A , p = 0 . 0 0 15 ) a s w e ll . T h e S M , D S M , a n d t h e d ie s e l
a d d it io n s y i e ld e d e t h y le n e e v o l u t io n v a lu e s s ig n if i c a n t ly h ig h e r t h a n t h e c o n t r o l
(B M R T ) .
S e v e r a l N 2 f i x a t io n a s s a y s w e r e r u n i n c o n ju n c t io n w it h d ie s e l d e g r a d a t i o n
e x p e r im e n t s . Ex pe r im e n t I I I e x a m i n e d t h e e f f e c t o f t h e a d d it i o n o f S P a n d S c P
t r e a t m e n t s o n N 2 f ix a t io n (f i gu r e 1 6 a ). In e x p e r im e n t I I I , t h e t r e a t m e n t s d i d n o t
a f f e c t e t h y le n e e v o l u t i o n le v e ls . N o n e o f t h e t r e a t m e n t s w e r e s t a t i s t ic a l ly
d i f f e r e n t f r o m t h e c o n t r o l. T h e r e w a s a c le a r a n d s t a t i s t i c a lly s i g n i f i c a n t (tw o - w a y
A N O V A , p< 0 . 0 0 0 1 ) t im e e f fe c t i n t h is e x p e r im e n t . In e a c h t r e a t m e n t t h e r e w a s
a n i n c r e a s e f r o m d a y o n e t o d a y fo u r . E t h y l e n e e v o l u t io n w a s s i g n i f i c a n t l y h ig h e r
o n d a y fo u r t h a n o n e it h e r da y s o n e o r t w o (B M RT ).
E x p e r im e n t IV e x a m i n e d th e e f f e c t o f t h e N P , S P , a n d S P M t r e a t m e n t s
(f ig u r e 16 b ). T h e r e w a s n o t r e a t m e n t e f fe c t , b u t t h e r e w a s a c le a r t im e e ff e c t
(t w o - w a y A N O V A , p < 0 . 0 0 0 1 ). T h e r e w a s a s ig n if ic a n t ly h i g h e r le v e l o f e t h y le n e
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F ig u r e 16 : N it r o g e n a s e a c t iv it y a s a r e s u lt o f s e v e r a l t r e a t m e n ts f o r t he t im e
pe r i o ds be g i n n i n g a ) 9 / 2 5 / 9 2 a n d b ) 1 0 / 1 2 / 9 2
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e v o lu t io n o b s e r v e d t h r o u g h d a y s 1 , 2 , a n d 4 (B M R T ) . T h e r e w a s n o s t a t i s t i c a l
d is t i n c t io n b e t w e e n t h e c o n t r o l a n d a n y o f t h e t r e a t m e n t s .
E x p e r i nn e n t V lo o k e d a t t h e im p a c t o f t h e S P , T , a n d S P T t r e a t m e n t s a s
c o m p a r e d t o t h e c o n t r o l (f ig u r e 1 7 a ) . A g a i n , t h e r e w a s n o t r e a t m e n t e f f e c t a n d
t h e r e w a s a s ig n if ic a n t t im e e f fe c t (t w o - w a y A N O V A , p< 0 . 0 0 0 1 ). N o n e o f t h e
t r e a t m e n t s s i g n if i c a n t ly i n c r e a s e d e t h y l e n e e v o l u t i o n a b o v e t h e l e v e l o f t h e
c o n t r o l (B M R T ). E x pe r im e n t V I a s s e s s e d t h e im pa c t o f t h e a d d it i o n o f N P , S P ,
a n d S N P t r e a t m e n ts (f i g u r e 1 7 b ) . T h e r e w a s n o t r e a t m e n t e f f e c t a n d n o t im e
e f f e c t o b s e r v e d .
A n e x pe r im e n t w a s r u n t o d e te r m i n e t h e b a c k g r o u n d le v e l o f e t h y le n e
e m i t t e d b y d i e s e l f u e l i n f i lt e r e d s e a w a te r i n c u b a t e d f o r a w e e k . A fte r 1 , 4 , a n d 7
d a y s t h e r e w e r e s ig n if ic a n t e t h y le n e le v e l s de te c t e d i n t h e s a m p le s by g a s
c h r o m a t o g r a p h ic a n a ly s i s (f i g u r e 1 8 ) . M o r e e th y le n e w a s d e t e c t e d i n t h e
s a m p l e s a s i n c u b a t io n t i m e s i n c r e a s e d . A fte r f o u r d a y s t h e r e w a s a s m u c h
e t h y l e n e i n t h e s a m p le a s i n a n y a c e ty le n e r e d u c t i o n s a m p le .
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V . D i s c u s s i o n
A . N 2 F i x a t i o n
N o n e o f t h e a c e t y le n e r e d u c t io n a s s a y s r u n i n c o n j u n c t i o n w it h t h e d ie s e l
d e g r a d a t io n t r e a t m e n t s s h o w e d a s i g n if ic a n t t r e a t m e n t e f f e c t . I n e a c h o f t h e
e x p e r im e n t s t h e r e w a s a s ig n i f i c a n t t i n i e e f fe c t . T h e d ie s e l fu e l e m i s s i o n
e x p e r im e n t r e v e a le d t h a t d ie s e l f u e l in c u b a t e d w it h o n ly f i lt e r e d s e a w a t e r w i ll e m it
a c o n s id e r a b le a m o u n t o f e t h y le n e (o r a g a s t h a t c o - e l u t e s w it h e t h y le n e o n a n
F ID ). T h i s s u gg e s t s t ha t d ie s e l fu e l e m is s i o n s a r e c o n fo u n d i n g t h e i n t e r p r e t a t i o n
o f t h e a c e t y le n e r e d u c t i o n a s s a y s . T h is n o t i o n i s f u r t h e r s o l id if i e d by t h e 8 / 13 / 9 2
a c e t y l e n e r e d u c t io n e x p e r im e n t i n w h ic h t h e r e w a s a t r e a t m e n t e f fe c t t h a t w a s
a t t r i b u t a b le to t h e d i e s e l f u e l c o n t a in i n g t r e a t m e n t
'
s h ig h a c e t y le n e r e d u c t i o n
v a l u e s . It i s li k e ly t h a t t h e s e h ig h a c e t y le n e r e d u c t io n v a lu e s a r e d u e , a t le a s t i n
p a rt , t o t h e v o l a t i le e m is s i o n p r o d u c t s f r o m d ie s e l f u e l .
I n s o m e c a s e s d ie s e l f u e l h a s be e n s h o w n t o i n h i b it m ic r o b ia l N 2 f ix a t i o n
(G a u r a n d S i n g h , 1 9 9 0 ). It is p o s s i b le t h a t t h e e t h y le n e pe a k s o b s e r v e d i n t he
a c e ty le n e r e d u c t io n e x p e r i m e n t s a r e e n t ir e ly f r o m d ie s e l f u e l e m is s i o n s . T h e r e
a r e , h o w e v e r , e x a m p le s o f m i c r o b ia l N 2 f ix a t io n i n t h e p r e s e n c e o f p e t r o l e u m
h y d r o c a r t ra n s (L a g u e r r e e t a l . , 1 9 8 7 ; T o c c a l i n o e t a l . , 1 9 9 3 ). I t i s a ls o po s s i b le
t h a t t h e r e a r e le v e ls o f m ic r o b ia l N 2 f ix a t io n o c c u r r i n g w h ic h a r e s m a l l e n o u g h t o
b e m a s k e d by t he e m i s s io n f r o m t he d ie s e l f u e l . G iv e n t he c o n f o u n d in g re s u lt s
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c a u s e d b y t h e e m is s i o n f r o m d i e s e l fu e l , t in e a c e t y le n e r e d u c t i o n a s s a y w a s n o t
a n e f f e c t iv e t o o l t o d e te rm i n e r e la t i v e N 2 f ix a t i o n r a t e s i n t h e s y s t e m u n d e r
i n v e s t i ga t i o n .
B
. D i e s e l D e g r a d a t i o n
T h e r e la t iv e e f f ic i e n c y o f t h e t r e a t m e n t s a s s e s s e d In t h e f o u r w e e k d i e s e l
d e g r a d a t io n e x p e r im e n ts w a s d e t e r m i n e d b y c o m p a r i n g t h e a m o u n t o f
"
' ^ 0 0 2
g e n e r a t e d by t h e s a m pl e s . T h e q u a n t ity o f
"
' ^ 0 0 2 fo rm e d b y t h e c o n t r o l
r e p r e s e n t e d a b i o t ic d e g r a d a t i o n p lu s t h e n a t u r a l d e g r a d a t iv e po te n t i a l o f t h e
i n d ig e n o u s m ic r o f lo r a . T h e e f fe c t iv e n e s s o f a t r e a t m e n t in i n c r e a s i n g d i e s e l
d e g r a d a t io n w a s d e t e r m i n e d by c o m pa r i n g t h e a m o u n t o f
"
I ^ 0 0 2 g e n e r a t e d b y
t h e t r e a t m e n t t o t h e a m o u n t g e n e r a t e d b y t h e c o n t r o l .
I n t h e e v e n t o f a n o i l s p i l l t h e a d d it io n o f t h e l im i t i n g n u t r i e n t s (u s u a l ly
n it r o g e n a n d p h o s p ho r u s ) w o u ld b e e x p e c t e d t o in c r e a s e m i c r o b ia l d e g r a da t io n
o f t h e pe t r o l e u m hy d ro c a r bo n s (P r i n c e , 19 9 2 ; At l a s a n d B a r t h a , 1 9 7 2 b) .
C o n t r a r y t o t h e s e e x p e c t a t io n s t h e N P t r e a t m e n t w a s n e v e r m o r e e f f e c t iv e t h a n
t h e c o n t r o l in s t im u la t in g m ic r o b i a l d i e s e l de g r a d a t io n . T h e r e a r e s e v e r a l
po s s i b le e x p la n a t io n s fo r t h e i n e f fe c t i v e n e s s o f t h i s t r e a t m e n t . T h e a d d it io n o f
w a te r s o lu b le s a lt s o f e a c h o f t h e in o rg a n i c n u t r ie n t s m a y m a k e t h e n it r o ge n a n d
p h o s p h o r u s le s s r e a d i l y a v a i la b le to t h e m ic r o o r ga n i s m s . A t la s a n d B a r t h a
(1 9 7 3 ) f o u n d t h a t t h e a d d i t i o n o f in o rg a n i c s a lts t o fa c i l it a t e b i o d e g r a d a t i o n o f o i l
w a s i n e f f e c t iv e i n la rg e s y s t e m s b e c a u s e t h e n u t r i e n t s q u i c k ly s e p a r a t e f r o m t h e
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f lo a t i n g o i l , a t w h ic h po i n t t h e y a r e i n a c c e s s ib le t o t h e o r g a n i s m s d e g r a d i n g t h e
o i l. N it r o ge n a n d p h o s p h o r u s w e r e fo u n d b y A t la s a n d B a r t h a ( 1 9 7 2 b ) t o c o - lim it
m a r i n e m ic r o b ia l d e g r a d a t i o n . T h e y f o u n d t h a t t h e a d d it i o n o f n i t r o g e n o r
p h o s p h o r u s a lo n e c a u s e d lit t l e e f f e c t o n d e g r a d a t i o n , b u t t h a t t o ge t h e r t h e y w e r e
e f fe c t iv e i n s t im u la t i n g m ic r o b ia l d e g r a d a t io n . A po s s i b i l ity t h a t w o u ld e x p l a in t h e
l a c k o f d e g r a d a t i o n a s s o c ia t e d w it h t h e N P t r e a t m e n t i s t h e p r e s e n c e o f a n
a d d i t i o n a l lim it i n g fa c to r .
T h e a d d it i o n o f c a r b o n s u bs t r a t e i n t h e f o r m o f S p a r t i n a a l t e r n i f l o r a
p a r t i c le s s t im u la t e d d ie s e l d e g r a d a t i o n s i g n i f i c a n t ly a b o v e t h e le v e l o f t h e c o n t r o l
i n e v e ry c a s e (s e e e x p e r im e n t s I , X I , a n d X I I) . T h e s t im u la t i o n is a t t r ib u t a b le to
s e v e r a l f a c t o r s . T h e Sp a r t in a is a n a t u r a l ly o c c u r r in g s u bs t r a te i n t h e w a t e r
c o l u m n i n t h e a r e a o f t h i s s t u dy a n d is e a s i ly c o lo n iz e d b y t h e i n d i g e n o u s
m ic r o f lo r a . T h e o rg a n i s m s w h i c h a t t a c h to t h e p a r t ic le s a r e l ik e ly to b e la r g e r a n d
m o r e m e ta b o li c a l ly a c t iv e a n d t h e pa r t ic le s a r e li k e ly t o h o u s e a h ig h e r p r o po r t i o n
o f t h e a c t iv e m ic r o b ia l c o m m u n ity t h a n i s t h e w a t e r c o l u m n (Pa e r l , 1 9 8 0 ;
J a n n a s c h a n d P r i tc h a r d , 1 9 7 2 ) . T h e Sp a r t in a is li k e ly t o r e m a i n s u s p e n d e d i n t h e
w a t e r c o l u m n w h ic h c o u ld i n c r e a s e t he po te n t i a l fo r m ic r o b ia l d e g r a da t io n
b e c a u s e t h e a t t a c h e d m ic r o o rga n is m s w i l l b e k e p t n e a r t h e o i l. A n a d d it io n a l
fa c to r w h ic h w o u ld i n c r e a s e t h e d i e s e l de g ra d a t io n i n a s s o c ia t io n w it h t h e S
t r e a t m e n t i s t h a t t h e o i l i s l ik e ly t o , a t le a s t t o s o m e e x t e n t , a s s o c i a t e w it h t h e
Sp a r t i n a p a r t ic le s ( P a e r l , 1 9 8 0 ).
I t is n e c e s s a ry t o c o n s id e r t h e p o s s i b il it y t h a t t h e a d d i t i o n o f S p a r t in a is
e ff e c t iv e be c a u s e it a dd s n it r o g e n i n a fo r m t h a t Is m o r e a c c e s s ib le to t h e
m ic r o b ia l c o m m u n it y t h a n i n o r ga n ic s a lt s . A n a n a ly s i s o f t h e c a rb o n , h y d r o g e n ,
a n d n it r o g e n c o n te n t o f Sp a r t i n a a l te r n i f l o r a f r o m t he s a m e lo c a t i o n t h a t t he
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S p a r t in a f o r t h is g x p e r im e n t w a s o b t a i n e d fo u n d t h a t t h e le a v e s a n d s t e m s
c o n t a i n e d a p p r o x im a t e ly 1% n it r o ge n by w e ig ht (C o s t o n - C l e m e n ts a n d F e rg u s o n ,
1 9 8 5 ) . T h e s t a n d a r d a d d it io n o f n i t r o g e n i n a n y t r e a t m e n t c o n t a i n e d 6 . 1 m g
n it r o g e n . If a ll o f t h e n it r o g e n c o n t a i n e d i n t h e Sp a r t in a w e r e a v a i l a b l e to t h e
m ic r o b i a l c o m m u n it y t h e s t a n d a rd Sp a r t i n a a d d it io n w o u ld d e l iv e r 0 . 5 m g
n i t r o g e n . It is p o s s i b le t h a t d e s p it e t h e fa c t t h a t t h e r e is c o n s id e r a b ly le s s
n i t r o g e n i n t h e Sp a / t /n a t h a n i n t h e N a d d it i o n t h a t m o r e o f it is a v a i l a b l e t o t h e
m ic r o b i a l c o m m u n ity . F o r w h a t e v e r r e a s o n , t h e a d d it io n o f Sp a r t in a w a s
e s s e n t i a l t o s t im u la t e h i g h le v e ls o f d ie s e l d e g r a d a t i o n i n t h e s y s t e m i n v e s t i g a t e d .
C le a r ly t h e n it r o g e n i n t h e Sp a r t i n a , e v e n if it i s a l l a c c e s s i b le t o t h e
m ic r o b i a l c o m m u n it y , i s n o t s u f f i c ie n t t o s u p po r t h ig h le v e l s o f d ie s e l d e g r a d a t io n .
I n e x p e r im e n t X II t h e S N t r e a t m e n t w a s s i g n if ic a n t ly m o r e e f f e c t i v e t h a n t h e S
t r e a t m e n t
,
in d ic a t i n g t h a t n it r o ge n a v a i la b il it y w a s lim it i n g h y d r o c a rb o n
b i o d e g r a d a t io n i n t h is e x p e r im e n t . T h e a d d it i o n o f p h o s p h o m s w it h Sp a r t in a d id
n o t s i g n if i c a n t ly e n h a n c e d e g r a d a t io n o v e r t h e le v e l o b ta i n e d w it h t h e S t r e a t m e n t
i n e it h e r e x pe r im e n t i n w h ic h t h e y w e r e bo t h te s t e d (s e e e x p e r im e n t s I a n d X I),
i n d ic a t i n g t h a t p h o s p h o r u s a v a i la b i lit y a lo n e w a s n o t r e s t r i c t i n g d ie s e l
b i o d e g r a d a t io n . T h o u g h it w a s n o t s t a t i s t ic a l ly s ig n i f i c a n t , t h e r e w e r e s p e c if ic
t im e po i n t s i n e x pe r im e n t I i n w h ic h t h e S P t r e a t m e n t w a s h i g h e r t h a n t h e S
t r e a t m e n t . T h is p r e s e n ts t h e p o s s ib le s c e n a r io t h a t t h e r e w a s N 2 f ix a t i o n
o c c u r r i n g a n d t h a t t h e a d d it io n o f p h o s p h o r u s a l lo w e d t h e m ic r o b ia l c o m m u n ity t o
u t i l iz e t h i s n e w n it r o g e n i n c o n n e c t io n w it h d ie s e l d e g r a d a t io n .
W h e n c a r b o n s u b s t r a te
,
n i t r o g e n , a n d ph o s p h o r u s w e r e a ll a dd e d
t o g e t h e r , t h e m a x im u m d e g r a d a t io n le v e ls w e r e r e c o rd e d (s e e e x p e r im e n t s I , V I ,
X I
, a n d X I I) . W h e n t h e S N P t r e a t m e n t w a s a p p li e d , t h e p e t r o le u m h y d r o c a rb o n
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d e g r a d i n g c o m m u n it y h a d n o m a jo r m in e r a l l i m it a t i o n s (A t la s a n d B a r t h a , 1 9 7 2 b ;
P r i n c e , 1 9 9 2 ; P r i t c h a rd a n d C o s t a , 1 9 9 2 ) a n d a r e a d i ly c o lo n iz e d s u b s t r a t e . J u s t
a s t h e o i l c a n a s s o c ia t e w it h t h e S p a r t i n a p a r t i c le s , s o m a y t h e i n o rg a n i c n u t r i e n t
s a lt a dd it i o n s . T h is w o u ld c r e a te a s it u a t io n w h e r e a n a t t a c h e d m i c r o o rg a n is m
w o u ld h a v e d i r e c t a c c e s s t o a m p le s u p p l ie s o f i n o rg a n ic n u t r i e n ts , c a r b o n , a n d
e n e r g y ; t h u s a l lo w i n g fo r m a x im u m m e t a b o l ic a c t i v it y a n d i n t u r n m a x i m u m
pe t r o le u m h y d r o c a r b o n d e g r a d a t io n .
T h e e x p o n e n t i a l ga p In e f fe c t iv e n e s s b e t w e e n t h e S N P a n d a ll o t h e r
t r e a t m e n t s s u g g e s t s a s y s t e m t h a t is lim it e d b y t h r e e f a c t o r s : s u b s t r a t e , n it r o g e n ,
a n d p h o s ph o r u s . T h i s t h r e e
- w a y lim it a t io n is c le a r ly a n d c o n c r e t e ly a f f i r m e d in
e x pe r im e n t X II (f ig u r e 1 3 ) . T h e a d d it io n o f a l l t h r e e l im it i n g f a c t o r s i n t h e S N P
t r e a t m e n t o p t im iz e s c o n d it i o n s fo r d ie s e l d e g r a d a t i o n i n t h i s s y s t e m . A d d it io n a l
a m o u n t s o f t h e i n o r g a n ic n u t r i e n ts a d de d a bo v e t h e s t a n d a rd a d d it io n s (1 m M N ,
5 0 |x M P ) d i d n o t e n h a n c e d e g r a d a t i o n . In e x pe r im e n t X I t h e S N P t r e a t m e n t w a s
a s e f fe c t iv e i n i n c r e a s i n g d ie s e l d e g r a d a t i o n a s th e S 2 N 2 P a n d t h e S 3 N 3 P
t re a t m e n t s (f ig u r e 1 2 ).
S e v e r a l e x pe r im e n ts w e r e r u n to d e t e r m i n e w h e t h e r c a r b o n s u b s t r a t e w a s
e s s e n t i a l , o r w h e t h e r t h e a d d it io n o f i n e r t pa r t i c le s w o u l d s e r v e t h e s a m e
p u r po s e . Ex pe r im e n t s I I I a n d V II I e x a m i n e d t h e e f f e c t o f t he a d d it io n o f a n i n e r t
p a r t i c l e i n p la c e o f Sp a r t in a . T h e s e e x pe r im e n t s e x a m i n e d t h e e f fe c t o f t he
a d d i t io n o f n y l o n s c r e e n p a r t i c le s a n d g la s s f i lt e r p a r t ic le s r e s p e c t iv e ly . T h e s e
p a r t i c le s w e r e s e le c te d b e c a u s e t h e y ha d b e e n f o u n d to e n h a n c e N 2 f ix a t i o n a t
m a g n it u d e s s im i la r t o Sp a / t / n a a d d it io n s (P a e r l a n d C a r lt o n , 1 98 8 ) . In n e i t h e r
c a s e d id t h e a d d it io n o f t he s e in e r t pa rt ic le s w it h p h o s p h o r u s e n h a n c e d ie s e l
d e g r a d a t io n f r o m t h e le v e l o b t a in e d in t h e c o n t r o l (f ig u r e 5 a n d f ig u r e 1 0 ). S o m e
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p o s s i b le r e a s o n s f o r t h e i n a b i li t y o f t h e p a r t i c le s t o s u b s t it u t e fo r S p a r t in a a r e t h a t
t h e p h y s ic a l o r c h e m i c a l p r o p e r t ie s o f t h e s u r f a c e o f t h e pa r t ic le s m a d e
a t t a c h m e n t d if f ic u lt (F le t c h e r a n d M c E ld o w n e y , 1 9 8 4 ) o r t h a t o t h e r n e c e s s a ry
s u b s t a n c e s (n u t r ie n t s , d i e s e l f u e l) d i d n o t a s s o c i a t e w it h t h e s e p a r t ic l e s i n t h e
s a m e w a y a s t h e y d id w it h S p a r t in a .
T o e lu c id a t e t h e e f fe c t o f t h e a d d it i o n o f a t r a c e m e t a l s o lu t io n o n d i e s e l
d e g r a d a t io n , a m ix t u r e o f t r a c e m e t a ls w a s a d d e d i n s e v e r a l t r e a t m e n t s . T h e r e
w e r e m ix e d r e s u lt s o n t h e e f fe c t o f t h e a d d it io n o f t r a c e m e t a ls . In e x pe r im e n t V ,
r u n i n N o v e m b e r , 1 9 9 2 , t h e tw o t r e a t m e n t s w h ic h i n c o rp o r a t e d t r a c e m e ta ls (S P T
a n d T ) w e r e h ig h e r t h a n t h e ir a n a lo gs w it h o u t t r a c e m e ta ls . T h e v a lu e s fo r t h i s
e x p e r i m e n t w e r e v e r y lo w (f i g u r e 7 ) . D e s p it e t h e f a c t t h a t t h e r e w e r e s t a t is t i c a l ly
s i g n if ic a n t i n c r e a s e s i n d ie s e l de g r a d a t io n a s a r e s u lt o f t r a c e m e t a l a d d it i o n i n
e x pe r im e n t V , t h e a c t u a l i n c r e a s e i n a m o u n t o f d ie s e l m i n e r a l iz e d w a s
i n s ig n if ic a n t . T h e o p po s it e e f f e c t w a s o b t a i n e d f r o m t r a c e m e t a l a dd i t io n i n
e x pe r im e n t IX . T he S PT t r e a t m e n t w a s s ig n if ic a n t ly lo w e r t h a n t h e S P t r e a t m e n t
a n d n o t s ig n if ic a n t ly h ig h e r t h a n t h e c o n t r o l . In t h i s s i tu a t io n t h e a d d it io n o f t r a c e
m e t a ls a pp e a r s t o b e i n h ib it i n g d ie s e l d e g r a d a t i o n . T h i s i n h i b it i o n c o u ld b e d u e
t o to x ic e f f e c t s o f o n e o f t h e c o n s t it u e n ts o f t he t r a c e m e ta l s o l u t io n . T he
r e la t iv e ly h i g h c o n c e n t r a t io n s o f t h e m e ta l s c o u l d po te n t i a lly b e t o x ic t o
m ic r o o r ga n i s m s c o m i n g f r o m a n e n v i r o n m e n t w it h r e la t iv e ly lo w c o n c e n t r a t i o n s o f
a n y o r a ll o f t h e m e ta ls .
T h e a d d it i o n o f r e a d ily d e g r a d a b l e c a rb o n t o a s y s t e m h a s b e e n s h o w n t o
s t im u la t e m i c r o b ia l d e g r a d a t io n o f x e n o b io t i c s (S h im p a n d P fa e n d e r , 1 9 8 5 ). In
e x p e r im e n t IV m a n n it o l , a l a b i le s o u r c e o f D O C , w a s a d d e d a lo n g w it h Sp a r t in a
a n d p ho s p h o r u s . T he a d d it io n o f m a n n it o l d e c r e a s e d t h e a m o u n t o f d e g r a d a t i o n
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o f d is s e l f u Q i . R a t h e r t h a n s t im u la t in g t h e m i c r o b i a l c o m m u n it y a n d in t u r n
i n c r e a s i n g t h e m e t a b o li s m o f d ie s e l f u e l , m a n n it o l w a s p r o b a b ly a c o m p e t it iv e
s o u r c e o f c a r b o n . M a n y m i c r o o r ga n is m s p r o b a b ly m e t a b o l iz e d m a n n it o l i n s t e a d
o f t h e le s s e n e r ge t i c a ll y b e n e f ic i a l B
- o x i d a t io n o f d ie s e l f u e l . T h e a d d i t io n o f a
s e c o n d c a r bo n s u bs t r a t e c a n h a v e v a r ie d im p a c t s o n b io d e g r a d a t io n o f s y n t h e t ic
o rg a n ic c o m p o u n d s a t lo w c o n c e n t r a t io n s . T h e e f f e c t o f t h e a d d it io n o f a s e c o n d
s u b s t r a t e c a n e n h a n c e o r i n h ib it de g r a d a t io n d e p e n d i n g o n t h e s it u a t io n (S c h m id t
a n d A le x a n d e r , 1 9 8 5 ).
T e m p e r a t u r e i s t h o u g h t t o b e a k e y lim it in g f a c t o r o f m ic r o b ia l d e g r a d a t i o n
o f pe t r o le u m h y d r o c a rb o n s (N a t i o n a l R e s e a r c h C o u n c il , 1 9 8 5 ) . E x p e r im e n t V II
w a s s e t u p w i t h t w o s e t s o f C a n d S P t r e a t m e n t s r u n s im u lt a n e o u s ly b o t h i n s i de
a n d o u t . T h e i n d o o r s a m p l e s w e r e m a i n t a i n e d a t a n a v e r a g e t e m pe r a t u r e o f 2 4
°
C a n d t h e o u t d o o r s a m p le s w e r e e x p o s e d t o a n a v e r a g e t e m p e r a t u r e o f 7
° C .
T h e in d o o r c o n t r o l v a lu e w a s s i g n if ic a n t ly h ig h e r t h a n t h e o u t d o o r c o n t r o l , b u t t h e
S P t r e a t m e n t s w e r e n o t s i g n if i c a n t ly d if f e r e n t i n d o o r s a n d o u t . A t t im e I o f
e x p e r im e n t V II t h e in d o o r S P t r e a t m e n t w a s c o n s i d e r a b ly h ig h e r t h a n t h e o u t d o o r
S P t r e a t m e n t . In w e e k s tw o t h r o u g h f o u r , w h it e f lo c c u l e n t b a c t e r i a l c o lo n ie s w e r e
o b s e r v e d in t he i n d o o r S P t r e a t m e n t s . I t is po s s ib le t h a t t h e r a p i d g r o w t h o f
t h e s e b a c t e r ia (w h i c h a p pa r e n t ly w e r e n
'
t d e g r a d i n g d i e s e l f u e l) c a u s e d a
d e c r e a s e i n t h e a m o u n t o f o x y g e n a v a i la b le to d ie s e l d e g r a d e r s . T h i s s e e m s
q u i te p r o b a b l e s i n c e t h e r e w a s n o i n c r e a s e i n t h e i n d o o r S P d e g r a d a t io n le v e ls
t h r o u g h t im e .
T h e s e a s o n a l pa t t e r n o f d i e s e l de g r a da t io n po t e n t ia l w a s e x a m i n e d a n d is
d is p la y e d i n f ig u r e 1 4 . T h r o u g h o u t t h e y e a r t h e S P t r e a t m e n t w a s s i g n i f i c a n t l y
h ig h e r t h a n t h e c o n t r o l i n t e r m s o f d i e s e l f u e l d e g r a d e d . T h e h i g h e s t v a lu e s w e r e
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o b t a i n e d i n t h e s u m m e r a n d t li e lo w e s t i n t in e w i n t e r w it h a g r a d u a l d e c r e a s e
t h r o u g h fa l l a n d i n c r e a s e t h r o u g h s p r i n g . T h is pa tt e r n f i ts In w it h t h e g e n e r a lly
a c c e p t e d m o de l o f s e a s o n a l m i c r o b i a l a c t i v it y i n c o a s t a l m a r in e s y s t e m s . T h e
v a r i a t i o n i n d i e s e l d e g r a d a t io n p o t e n t ia ls w a s p r o b a b l y a t t r i b u t a b le to s e v e r a l
f a c t o r s i n c l u d i n g t e m p e r a tu r e , m i c r o b ia l a b u n d a n c e a n d m e t a b o l ic a c t iv it y l e v e l ,
a n d t h e n u m b e r o f p e t r o l e u m h y d r o c a r b o n d e g r a d e r s p r e s e n t . T h e n u m b e r o f
p e t r o l e u m h y d r o c a rb o n d e g r a d e r s m a y v a ry s e a s o n a l ly w i t h t h e a m o u n t o f
bo a t i n g a c t iv i ty , w h ic h a f fe c t s t he q u a n t it y o f p e t r o le u m i n t h e w a te r .
B a s e d o n t h e s e da ta
,
t h e m o s t e f f e c t i v e t r e a t m e n t f o r c le a n i n g u p a d i e s e l
f u e l s p i l l w o u ld b e t h e S N P t r e a t m e n t . I t is n e c e s s a r y t o i n c l u d e Sp a r t i n a i n a n y
t r e a t m e n t to o b t a i n a n e f fe c t . T h e s y s t e m e x a m i n e d w a s c le a r ly li m it e d b y t h r e e
f a c t o r s : a v a i l a b l e n it r o ge n , p h o s p h o r u s , a n d c a rb o n s u b s t r a te . A n y b io r e m e d i a l
te c h n iq u e w o u ld h a v e t o i n c lu d e a p a r t ic u la te c a r b o n s u b s t r a t e a n d p o te n t i a l ly
v a r y i n g a m o u n t s o f i n o rg a n i c n u t r ie n t s . It is u n c le a r f r o m t h i s w o rk w h e t h e r o r n o t
it m a y b e f e a s ib le t o r e ly o n a c o n t r i b u t i o n f r o m i n c r e a s e d N 2 f ix a t io n a n d i n t u r n
r e d u c e t h e a m o u n t o f n it r o g e n t h a t w o u ld n e e d t o b e a d d e d . In a s m a ll s c a le s p i ll
s it u a t i o n it s e e m s a s t h o u g h t h e S N P t r e a t m e n t w o u ld b e a n e f f e c t i v e t o o l t o
i n c r e a s e d i e s e l d e g r a d a t io n b y t h e i n d ig e n o u s m ic r o f lo r a .
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V I . C o n c l u s i o n s
T h e i n c r e a s i n g h u m a n p o p u la t io n a n d t h e c o n t in u e d d e v e lo p m e n t o f t h e
p la n e t w i ll p r o b a b ly m e a n t h a t t h e e x te n s iv e u s e o f pe t r o le u m h y d r o c a r b o n s
w o r ldw id e w i ll c o n t i n u e u n t i l t h e s u p p ly n j n s o u t . A s p e t r o le u m b e c o m e s s c a r c e ,
t he d i s t a n c e i t m u s t b e t r a n s p o rt e d to it s p la c e o f u s a g e a n d t h e d if f i c u lty o f
e x t r a c t in g it f r o m t he e a rt h w i ll i n c r e a s e . T he s e a n d o t h e r f a c t o r s c o n t r i b u t e t o
t h e i n c r e a s i n g t h r e a t o f m a jo r c a t a s t r o p h i c s p i ll s a n d c h r o n i c p e t r o le u m p o l lu t i o n
i n t h e e n v i r o n m e n t . D e s p it e t h e c o n s id e r a b le a m o u n t o f t im e a n d e f fo rt d e v o te d
t o p r e v e n t i n g s p i ll s a n d l im it i n g c h r o n i c i n p u t s t o t h e e n v i r o n m e n t , pe t r o le u m
po l l u t io n w i ll c o n t i n u e t o b e a m a jo r e n v ir o n m e n ta l c o n c e r n . G iv e n t h e
i n e v it a b il it y o f m a r i n e pe t r o le u m po l lu t i o n , t h e n e e d fo r a p p r o p r ia te r e m e d i a l
m e t h o d s is e v i d e n t .
M a n y e f fe c t i v e r e m e d ia l s t r a t e g i e s h a v e b e e n d e v e l o pe d i n t h e y e a r s t h a t
o il p o l lu t i o n i n t h e s e a h a s b e e n a n i s s u e . So m e o f t h e s e t e c h n i q u e s a r e
m e c h a n ic a l a n d a r e d e i g n e d f o r la rg e s c a le s p i l ls . T h e s e te c h n i qu e s a r e
e f f e c t iv e fo r r e m o v i n g l a rg e q u a n t it ie s o f o il i n c e rt a i n s it u a t io n s , b u t o f t e n c a u s e
la r g e d is t u rb a n c e s in t h e e n v i r o n m e n t w h e r e t h e y a r e u t i liz e d a n d a r e t h e r e f o r e
n o t s u it a b le fo r u s e o n s m a l l s p i ll s i n e c o lo g ic a l ly s e n s it iv e a r e a s . M a n y
f e rt i li z a t i o n m e t h o d s a r e a l s o d e s ig n e d fo r la rg e s c a le a pp li c a t i o n s a n d a r e
n e it h e r c o s t e f f e c t iv e n o r e f f ic ie n t i n a l le v ia t i n g s m a l le r s p i l ls . T h e d e v e lo p m e n t
o f r e m e d i a l m e t h o d s fo r s i g n if ic a n t , b u t r e la t i v e ly s m a l l- s c a l e o i l s p i l ls i s a
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c h a l le n g e t h a t c o u l d po t e n t i a lly y ie l d m e t h o d s t h a t r e d u c e t h e im p a c t o f a la rg e
s e g m e n t o f t h e o i l po l lu t i o n In t h e m a r i n e e n v i r o n m e n t .
T h i s w o r k f o u n d t h a t t h e po t e n t i a l f o r m ic r o b ia l d ie s e l f u e l d e g r a d a t io n i n a
m a r i n a o n t h e N o r t h C a r o l i n a c o a s t w a s l im it e d b y t h r e e fa c t o r s . T o m a x im i z e
d ie s e l fu e l d e g r a d a t i o n it w a s n e c e s s a r y t o a d d c a r b o n p a rt ic le s {Sp a r t i n a ) ,
n it r o ge n , a n d p h o s p h o r u s . T h e a d d it i o n o f n it r o g e n a n d p h o s p h o r u s t o s t im u la t e
p e t r o le u m h y d ro c a r bo n d e g r a d a t io n i s n o t h i n g n e w . W h a t w a s m o re i n t e r e s t i n g
w a s t h e fa c t t h a t n o t r e a t m e n t w a s e f fe c t iv e in i n c r e a s i n g b io d e g r a d a t io n o f d ie s e l
f u e l w it h o u t Sp a r t in a p a r t i c l e s .
T h e a d d it i o n o f Sp a r t i n a Xo i n c r e a s e d ie s e l de g r a d a t i o n w a s a t t h e s a m e
t im e b o t h c o u n t e r - i n t u it iv e a n d p e r f e c t ly lo g ic a l . A t f i r s t i t m a y s e e m c o u n t e r
p r o d u c t iv e to a d d a n o t h e r c a rb o n s o u r c e to a s y s t e m t h a t a lr e a dy h a s a n a m p le
s u p p ly o f it (t h e s p i l le d o i l ), b u t if it is t a k e n in t o a c c o u n t t h a t t h e Sp a r t i n a d e t r it u s
i s m o s t ly r e f r a c t o ry c a r b o n it is e a s ie r t o u n d e r s ta n d . B e c a u s e S p a r t i n a is t h e
p r im a ry n a t u r a l s u b s t r a t e in t h e a r e a i n v e s t ig a t e d , po r t io n s o f t h e m i c r o b ia l
c o m m u n i ty w e r e l i k e l y to a t ta c h t o it . O n c e a t t a c h e d , t h e m ic r o o r g a n i s m s w e r e
l ik e ly t o be m o r e m e t a b o lic a l ly a c t i v e , la rg e r , a n d m o r e c o n c e n t r a t e d t h a n t h e
f r e e - f lo a t in g m i c r o o r ga n i s m s (J a n n a s c h a n d P r i tc h a r d , 1 9 7 2 ; P a e r l , 1 9 8 0 ) . T h e
c o n c e n t r a t i o n o f e f fe c t iv e m ic r o o rg a n i s m s o n t h e p a r t ic le s w o u ld s e r v e t o k e e p a
p o r t io n o f t h e m ic r o b ia l c o m m u n it y in c o n t a c t w it h t h e s p i lle d o i l , m o s t l ik e l y
i n c r e a s i n g t h e p o t e n t ia l fo r m i c r o b ia l d e g r a d a t io n o f t h e o i l . T h e a p p li c a t i o n o f
n it r o g e n a n d p h o s p h o n j s i n a d d it i o n i n c r e a s e s t h e p o t e n t ia l fo r t h is c o m m u n it y t o
d e g r a de c o n s i de r a b le a m o u n ts o f p e t r o l e u m p o ll u t i o n w it h o u t p h y s ic a l o r
n u t r it io n a l c o n s t r a i n t s .
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T h e po s s i b il it y o f c o
- o pt im iz i n g N 2 fi x a t i o n a n d d i e s e l d e g r a d a t i o n w a s a
c o m p e l li n g c ha n c e t o r e d u c e t h e m i c r o b i a l s y s te m
'
s n e e d f o r e x o g e n o u s
n it r o ge n . I t i s u n c le a r f r o m t h e s e r e s u lt s w h e t h e r , a n d a t w h a t le v e ls , N 2 f ix a t i o n
a n d d ie s e l d e g r a d a t i o n c a n c o
- o c c u r . M e t h o d s o t h e r t h a n t h e a c e ty le n e
r e d u c t io n a s s a y m u s t b e e x p lo r e d f o r u s e i n a s s e s s i n g N 2 fix a t i o n w it h d i e s e l f u e l
p r e s e n t .
T h e r e a r e m a n y is s u e s w h ic h r e m a i n u n r e s o l v e d a n d m a n y q u e s t io n s
r a i s e d b y t h e f i n d i n g s o f t h is w o rk w h i c h c o n s t it u t e g r o u n d s f o r f u r th e r
i n v e s t i ga t i o n . O t h e r m e t h o ds o f a s s e s s i n g N 2 f ix a t io n s h o u ld b e t e s te d f o r
d e t e c t i n g N 2 f ix a t io n w it h d i e s e l f u e l p r e s e n t . So m e a lte r n a t iv e s m a y b e
e x a m i n i n g is o t o p ic s ig n a t u r e s o f t h e s y s t e m s t o d e t e r m i n e if N 2 f ix a t io n h a s b e e n
a n im p o r ta n t p r o c e s s , la b e le d a c e ty le n e r e d u c t i o n m e t h o d s w h i c h w o u l d a l lo w
d e t e c t i o n o f e t h y le n e t h a t h a s b e e n r e d u c e d f r o m t h e l a b e le d a c e t y le n e , 15 ^
t e c hn iq u e s , a n d po s s i b l y im m u n o a s s a y s t o d e t e c t n it r o g e n a s e a c t iv it y d i r e c t ly .
A l s o w o r t h d e t e r m i n in g w o u ld b e t h e a c t u a l d e g r e e t o w h ic h t h e m i c r o b ia l
a t t a c h m e n t t o Sp a r t i n a p a rt ic le s i n c r e a s e s t h e n u m b e r o f m ic r o o r g a n i s m s i n
c o n t a c t w it h t h e o i l.
O pt io n s a ls o e x i s t fo r p o t e n t ia l ly im pr o v i n g t h e S N P t r e a t m e n t u t i l iz e d i n
t h i s e x p e r im e n t . I n c o r po r a t in g t h e a d d it io n o f n a t u r a l c a r b o n s u b s t r a t e w it h
o le o p h i l ic in o r ga n ic n u t r i e n ts (n it r o ge n a n d p h o s ph o r u s ) m a y p r o d u c e a h y b r i d
fe r t il iz e r t h a t w o u ld m a x im iz e m i c r o b i a l a t t a c h m e n t a n d t h e e ff i c ie n c y o f n u t r ie n t
d e liv e r y . I f t h e f e rt i li z a t io n te c h n i q u e d i s c u s s e d h e r e i s to b e c o m e w id e ly u s e d
t h e r e is a ls o a n e e d t o f i n d a n a p p r o p r i a t e s u b s t it u t e fo r S p a r t i n a p a r t i c l e s . P o s t
h a r v e s t c o r n - s la s h is a n a g r i c u lt u r a l w a s t e p r o d u c t a n d h a s b e e n fo u n d t o
s t im u la t e N 2 f ix a t i o n (B e b o u t a n d P a e r l , 19 8 8 ) . D e t e r m i n i n g it s e f f e c t iv e n e s s i n
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s t i m u l a t i n g p e t r o le u m h y d ro c a r b o n d e g r a da t i o n w o u l d b e s im p l e a n d s h o u ld b e
a s s e s s e d . T h e i n c o rp o r a t i o n o f t h e im p r o v e m e n t s m e n t i o n e d a b o v e c o u l d le a d
t o t h e f o r m u la t i o n o f a n e a s i ly a pp l ie d a n d r e la t iv e ly i n e x pe n s i v e b io r e m e d ia l
t e c h n iq u e fo r s m a l l- s c a le o i l s p i l ls .
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V i l . R e f e r e n c e s
A le x a n d e r , M . 1 9 8 1 . B io d e g r a d a t io n o f c h e m ic a l s o f e n v i r o n m e n t a l c o n c e r n .
S c ie n c e 2 1 1 : 1 3 2 - 1 3 8
A t la s , R . M . a n d R . B a r t h a . 19 7 2 . D e g r a d a t i o n a n d m i n e r a liz a t io n o f pe t r o le u m
b y t w o b a c te r i a i s o la t e d f r o m c o a s t a l w a te r s . B i o t e c h . B i o e n g . 1 4 :2 9 7
-
3 0 8 .
A t la s , R . M . a n d R . B a rt h a . 19 7 2 . D e g r a d a t i o n a n d m i n e r a l iz a t io n o f pe t r o le u m i n
s e a w a t e r : L im it a t i o n b y n it r o g e n a n d p ho s p h o r u s . B io t e c h . B i o e n g .
1 4 : 30 9 - 3 1 8 .
A t la s
,
R . M . a n d R . B a rt h a . 1 9 7 3 . S t im u la t e d b i o d e g r a d a t io n o f o i l s lic k s u s i n g
o le o p h i li c fe rt i liz e r s . E n v ir o n . S c l . T e c h n o !. 7 : 5 3 8
- 5 4 1 .
A t la s , R . M . 1 9 7 8 . A n a s s e s s m e n t o f t h e b io d e g r a d a t io n o f p e t r o l e u m in t h e
a r c t ic . I n : M ic r o b ia l E c o lo g y , M . W . L o u t it a n d J . A . R . M il e s (e d s . ) ,
S p r i n g e r
- V e r la g , B e r li n / H e id e lb e rg / N e w Y o r k .
A t la s , R . M . 1 9 7 8 . M i c r o o r ga n is m s a n d p e t r o le u m po l lu ta n t s . B i o Sc ie n c e
2 8 : 3 8 7 - 3 9 1
A t la s
,
R . M . 1 97 9 . M e a s u r e m e n t o f h y d r o c a r bo n po t e n t i a l s a n d e n u m e r a t i o n o f
h y d r o c a r bo n u t i li z i n g m ic r o o rg a n i s m s u s i n g
"
l ^ c h y d ro c a r b o n s p ik e d
c r u d e o i l
, p p . 1 9 6 - 2 0 4 . In : N a t iv e a q u a t i c b a c t e r ia : E n u m e r a t io n , a c t iv it y
a n d e c o lo g y , J . W . C o s t e rt o n a n d R . R . C o lw e ll (e d s . ). A S T M ,
P h i l a d e l p h i a .
A t la s , R . M . 1 98 1 . M ic r o b ia l de g r a d a t io n o f pe t r o l e u m h y d r o c a ri j o n s ; a n
e n v i r o n m e n t a l p e r s pe c t iv e . M ic r o b io l . R e v . 4 5 : 1 8 0
- 2 09 .
B a k e r , J . H . a n d R . P . G r if f it h s . 1 98 4 . E ff e c t s o f o i l o n b a c t e r ia l a c t i v it y i n m a r i n e
a n d f r e s h w a t e r s e d im e n ts . In : C u r r e n t P e r s pe c t i v e s i n M ic r o b i a l E c o lo g y ,
M . J . K lu g a n d C . A . R e dd y (e ds . ), A m e r ic a n S o c ie t y f o r M i c r o b i o lo g y ,
W a s h i n g t o n , D . C .
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B a r t h o lo m e w
,
G . W . a n d F . K . P f a e n d e r . 1 9 8 3 . T h e i n f l u e n c e o f s p a t ia l a n d
t e m p o r a l v a r ia t i o n s o n o r ga n ic p o l lu t a n t b i o d e g ra d a t io n r a te s i n a n
e s t u a r ln e e n v i r o n m e n t . A pp l . E n v i r o n . M ic r o b i o l . 4 5 : 1 0 3
- 1 0 9 .
B e b o u t , B . , H . W . P a e r l , K . M . C r o c k e r , a n d L E . P r u fe r t . 1 9 8 7 . D i e l in t e r a c t io n s
o f o x y g e n ic p h o t o s y n t h e s is a n d N 2 fi x a t i o n (a c e t y le n e r e d u c t io n ) i n a
m a r i n e m ic r o b ia l m a t c o m m u n it y . A p p l. E n v i r o n . M ic r o . 5 3 :2 3 5 3
- 2 3 6 2 .
Be b o u t
,
B . M . a n d H . W . P a e r l . 1 9 8 8 . T h e u s e o f a g r ic u lt u r a l w a s t e (c o r n s la s h )
t o s u p p o r t m i c r o z o n e - a s s o c ia te d n it r o g e n f i x a t io n b y m a r i n e
m ic r o o r g a n is m s . In : P r o c e e d i n gs o f t h e Sy m p o s i u m o n C o a s t a l M a r i n e
E c o lo gy , U N C W i lm i n g t o n , 2 9 Se pt . - 3 O c t . 1 9 8 7 , D . G e o rg e (e d . ) .
A c a d e m ic P r e s s , N e w Y o r k .
Be r t r a n d
,
J . C . ; J . L . E s te v e s ; M . M u ly o n o ; a n d G . M i l le . 1 9 8 6 . U s e o f c o n t i n u o u s
f lo w t h r o u g h s y s t e m s t o de te r m i n e p e t r o le u m h y d r o c a r b o n e v o l u t i o n i n
s u p e r f i c ia l m a r i n e s e d im e n t s . C h e m o s p h e r e 1 5 : 2 0 5 - 2 1 0 .
Bu r g e s s , B . K . 19 8 4 . S t m c t u r e a n d r e a c t iv it y o f n it r o ge n a s e , p p . 1 0 3 - 1 3 0 . I n :
A d v a n c e s i n N it r o g e n F ix a t io n R e s e a r c h , W . E . N e w t o n a n d C . V e e g e r
(e d s . ) . N y h o f f /J u n k , T h e H a g u e .
B u t t o n , D . K . ; B . R . R o b e r t s o n ; D . M c i n t o s h ; a n d F . J u t t n e r . 1 9 9 2 . In t e r a c t i o n s
be t w e e n m a r i n e b a c te r i a a n d d i s s o lv e d - p h a s e a n d be a c h e d h y d r o c a rb o n s
a f t e r t h e E x x o n V a l d e z o Ws p i ll . A pp l . E n v ir o n . M i c r o b i o l . 5 8 : 2 4 3
- 2 5 1 .
C a p o n e , D . G . 1 9 9 2 . D e te r m i n a t i o n o f n it r o g e n a s e a c t iv i ty i n a q u a t ic s a m p le s
u s i n g t h e a c e t y l e n e r e d u c t i o n p r o c e d u r e . In : C u r r e n t M e t h o d s i n A q u a t ic
M ic r o b ia l Ec o lo g y , P . F . K e m p , B . F . S h e r r , E . B . S h e r r , a n d J . J . C o le (e d s . ) .
L e w is P u b l is h e r s , N e w Y o r k .
C le w e l l
,
H . J .
,
I I I . 1 9 8 1 . T h e e f fe c t o f f u e l c o m po s it io n o n g r o u n d f a ll f r o m a i r c r a f t
f u e l je t t i s o n i n g . R e po r t to E n g . a n d S e r v ic e s L a b . , A i r F o r c e a n d E n g
S e r v i c e s C e n t e r
,
T y n d a ll A i r F o r c e B a s e , F L .
C o s t o n - C le m e n t s , L . a n d R . L . F e rg u s o n . 1 9 8 5 . P r o x im a t e c o m po s it i o n a n d
d i s t r i bu t io n o f r a d io a c t i v e l a b e l i n la b o r a t o ry c u lt u r e d S p a r t i n a a l t e m i f l o r a
L o is e l . J . E x p . M a r . B io l . E c o l . 9 3 :2 5 9
- 2 7 1 .
C r a w fo rd , M . 1 9 9 0 . B a c te r ia e f f e c t i v e i n A la s ka c le a n u p . Sc ie n c e 2 4 7 : 1 5 3 7 .
D a v i e s , J . S . a n d D . W . S . W e s t l a ke . 1 9 7 8 . C r u d e o il c o lo n iz a t io n b y f u n g i . C a n .
J . M ic r o b i o l. 2 5 : 1 4 6 - 15 6 .
D u g da le , R . C . 1 9 6 7 . N u t r ie n t l im it a t io n i n t h e s e a : D y n a m ic s , i d e n t i f i c a t i o n , a n d
s ig n i fi c a n c e . L im n o l. O c e a n o g r . 1 2 : 6 8 5
- 69 5 .
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F a lk o w s k i
,
P . G . (e d . ) . 1 9 8 0 . P r im a ry p r o d u c t iv it y i n t h e s e a . B r o o k h a v e n Sy m p .
B io l. 3 1 . P le n u m , N e w Y o r k .
F e d o r a k , P . M . ; K . M . S e m p le ; a n d D . W . S . W e s t l a k e . 1 9 8 4 . O i l- d e g r a d i n g
c a pa b i li t i e s o f y e a s t s a n d fu n g i i s o la t e d f r o m c o a s t a l m a r i n e e n v i r o n m e n t s .
C a n . J . M ic r o b io l . 3 0 : 5 6 5 - 5 7 1 .
F l e t c h e r
,
M . a n d S . M c E ld o w n e y . 1 9 8 4 . M ic r o b i a l a t t a c h m e n t t o n o n b io lo g ic a l
s u r fa c e s
, pp 1 2 4 - 1 2 9 . In : C u r r e n t P e r s pe c t i v e s i n M ic r o b ia l E c o l o gy , M . J .
K l u g a n d C . A . R e d d y (e d s . ). A m e r ic a n S o c i e t y f o r M ic r o b i o lo g y ,
W a s h i n g t o n , D . C .
F lo o d g a t e , G . D . 1 9 8 4 . T h e fa t e o f p e t r o le u m i n m a r in e e c o s y s t e m s , p p . 3 5 5
-
3 9 7 . In : P e t r o le u m M ic r o b io lo gy , R . M . A t la s (e d . ). M a c m i l la n , N e w Y o r k .
F o g h t , J . M . ; P . M . F e do r a k ; a n d D . W . S . W e s t la k e . 19 9 0 . M in e r a li z a t io n o f
[1 4 C ]h e x a d e c a n e a n d [1 4C ]p he n a n t h r e n e in c r u de o i l : s pe c i f i c it y a m o n g
b a c t e r ia l i s o la t e s . C a n . J . M i c r o b io l. 3 6 : 16 9 - 17 5 .
F o s t e r
,
M . S . ; J . A . T a r p le y ; a n d S . L . D e a r n . 1 9 9 0 . T o c le a n o r n o t t o c l e a n : T h e
r a t i o n a le , m e t h o d s , a n d c o n s e q u e n c e s o f r e m o v i n g o i l f r o m t e m p e r a t e
s h o r e s . N o r t h w e s t E n v i r o n . J . 6 : 1 0 5 - 1 2 0 .
G a u r , J . P . a n d A . K . S i n g h . 1 9 9 0 . G r o w t h , ph o t o s y n t h e s is , a n d n i t r o g e n f ix a t io n
o f A n a b e n a d o l i o l u m e x p o s e d t o a s s a m c r u d e e x t r a c t . B u ll E n v i r o n .
C o n ta m . T o x ic o l . 4 4 :4 9 4 - 5 0 0 .
H a ls a l l , D . M . a n d A . H . G i b s o n . 1 9 8 9 . N it r o g e n a s e a c t iv ity b y d ia z o t r o p h s g r o w n
o n a r a n g e o f a g r ic u lt u r a l p la n t r e s i d u e s . So i l B io l . B io c h e m . 2 1 : 1 0 3 7
-
1 0 4 3 .
H e it k a m p , M . A . a n d C . E . C e r n i g i la . 19 8 7 . E ff e c t s o f c h e m ic a l s t r u c t u r e a n d
e x p o s u r e o n t h e m i c r o b i a l d e g r a d a t i o n o f p o ly c y c lic a r o m a t ic
h y d r o c a r b o n s i n f r e s h w a te r a n d e s t u a r in e e c o s y s t e m s . E n v i r o n . T o x ic o l .
C h e m . 6 :5 3 5 - 5 4 6 .
H i l l
,
N . M . a n d D . G . P a t r iq u l n . 1 9 8 8 . In d u c t io n o f a e r o b ic n it r o ge n f ix a t io n a n d
e n h a n c e m e n t o f w h e a t s t r a w de c o m po s it io n by i n o c u la t i o n w it h a c r u de
c u lt u r e f r o m s u g a r c a n e lit t e r . S o i l B io l . B i o c h e m . 2 0 :6 1 3
- 6 1 8 .
H o w a r t h , R . W . a n d J . J . C o le . 19 8 5 . M o ly b de n u m a v a i la b i l it y , n i t r o g e n li m it a t i o n ,
a n d p hy t o p la n k to n g r o w t h i n n a t u r a l w a te r s . S c i e n c e 2 2 9 : 6 5 3 - 6 5 5 .
H o w a r t h
,
R . W .
,
R . M a r i n o
,
J . L a n e
,
a n d J . C o le . 1 9 8 8 . N it r o g e n f ix a t i o n i n
f r e s hw a t e r
,
e s t u a r in e , a n d m a r in e e c o s y s t e m s . I . R a t e s a n d im po r t a n c e .
L im n o l . O c e a o g r . 3 3 : 6 8 8 - 7 0 1 .
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J a n n a s c h
,
H . W . a n d P . H . P r it c h a r d . 1 9 7 2 . T h e r o le o f i n e r t p a r t i c u la t e m a t t e r i n
t h e a c t iv it y o f a q u a t ic m ic r o o rg a n i s m s . M e m . 1s t . It a l. Id r o b i o l . S u p p l .
2 9 :2 8 9 - 30 8 .
K i r b y
- S m it h , W . W . a n d J . D . C o s t l o w . T h e N e w po r t R iv e r E s t u a r in e s y s te m ,
R a le i g h , N C :U N C S e a G ra n t C o lle g e P u b l ic a t i o n U N C - S G - 8 9 - 0 4 , 1 9 8 9 .
L a d o u s s e , A . a n d B . T r a m i e r . 19 9 1 . R e s u lt s o f tw e lv e y e a r s o f r e s e a r c h in
s p i l le d o i l b io r e m e d i a t io n : In i p o l EA P 2 2 , pp 5 7 7
- 5 8 1 . In : P r o c e e d i n g s o f
t h e 1 9 9 1 In t e r n a t i o n a l O i l Sp i ll C o n fe r e n c e . A m e r i c a n P e t r o le u m In s t it u t e ,
Wa s h i n g to n , D . C .
L a g u e r r e , G . , B . Bo s s a n d , a n d R . B a rd i n . 1 9 8 7 . F r e e
- l iv i n g d i n it r o ge n
- f i x i n g
b a c t e r ia is o l a te d f r o m p e t r o le u m re f i n e r y s lu d g e . A p p l . E n v i r o n . M i c r o .
5 3 : 1 6 7 4 - 1 6 7 8 .
L e v y , E . M . , M . E h r h a rd t , D . K o h n k e , E . So b t c h e n k o , T . Su z u o k i , a n d A . T i r o .
1 9 8 1 . G lo b a l o i l p o l lu t io n : R e s u lt s o f M A P M O P P , t h e IG O S S p i lo t p r o j e c t
o f m a r in e po l lu t io n (pe t r o le u m ) m o n ito r i n g . In t e r g o v e r n m e n ta l
O c e a n o g r a p h i c C o m m i s s io n , U N E S CO , P a r is .
L i n d s t r o m , J . E . ; R . C . P r i n c e ; J . C . C l a r k ; M . J . G r o s s m a n ; T . R . Y e a ge r ; J . F .
B r a d d o c k ; a n d E . J . B r o w n . 1 9 9 1 . M ic r o b ia l po p u la t i o n s a n d h y d r o c a r b o n
b io d e g r a d a t io n po t e n t i a ls in fe r t i li z e d s h o re l i n e s e d im e n t s a f f e c t e d by t h e
I N E x x o n Va l d e z o Ws p i ll . A p p l. E n v i r o n . M ic r o b io l . 2 5 14 - 2 5 2 2 .
M u l k i n s - P h i ll i p s , G . J . a n d J . E . S te w a r t . 1 9 7 4 . E f fe c t o f e n v i r o n m e n t a l
p a r a m e te r s o n b a c te r ia l d e g r a d a t i o n o f b u n k e r C o i l, c r u d e o i ls , a n d
h y d r o c a r bo n s . A p p l . M i c r o b io l . 2 8 : 9 1 5 - 9 2 2 .
N a t io n a l R e s e a r c h C o u n c i l . 19 8 5 . O il i n t h e s e a : In p u t s , f a t e s , a n d e f f e c t s .
N a t io n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s , W a s h i n g t o n , D . C .
O liv ie r i
,
R . ; P . B a c c h i n ; A . R o be r t ie l lo ; N . O d d o ; L . D e gg e n ; a n d A . T o n o lo .
1 97 6 . M ic r o b ia l d e g r a da t i o n o f o i l s p i l ls e n ha n c e d b y a s l o w r e le a s e
fe r t il iz e r . A p p l . E n v i r o n . M ic r o b i o l . 3 1 :6 2 9
- 6 3 4 .
P a e r l
,
H .W . a n d C . R . G o ld m a n . 1 9 7 2 . S t im u l a t io n o f h e t e r o t r o p h i c a n d
a u t o t r o ph ic a c t iv i t ie s o f a p la n k t o n ic m ic r o b i a l c o m m u n it y b y s i lt a t i o n a t
L a k e T a h o e
,
C a lif o r n i a . M e m . 1s t . It a l . Id r o b i o l . S u p p l . 2 9 :2 8 9 - 3 0 8 .
P a e r l , H .W . 1 98 0 . A tt a c h m e n t o f m i c r o - o r g a n is m s t o l iv i n g a n d d e t r it a l s y s t e m s
i n f r e s h w a t e r s y s te m s , p p 3 7 5 - 4 0 2 . In : A ds o r p t i o n o f M ic r o o r g a n i s m s t o
S u r f a c e s , G . B it to n a n d K . C . M a r s h a l l (e d s . ) . W i le y In t e r - S c i e n c e , N e w
Y o r k .
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P a e r l
,
H . W . a n d S . M e r k e l. 1 9 8 2 . T h e e f fe c t s o f p a r t i c le s o n p h o s p h o r u s
a s s im i la t i o n i n a t t a c h e d v s . f r e e - f l o a t i n g m ic r o o rg a n i s m s . A r c h . H y d r o b i o l.
9 3 : 1 25 - 1 3 4 .
P a e r l , H . W . 1 9 8 4 . A lt e r a t io n o f m ic r o b ia l m e ta b o li c a c t iv it ie s i n a s s o c ia t io n w it h
d e t r it u s . B u ll . M a r . Sc i . 3 5 :3 9 3 - 4 0 8 .
P a e r l , H .W . 1 9 8 5 . In f lu e n c e o f a t t a c h m e n t o n m i c r o b i a l m e t a b o l is m a n d g r o w t h
i n a q u a t ic e c o s y s t e m s , p p 3 6 3
- 4 0 0 . In : B a c t e r ia l A d h e s io n : M e c h a n is m s
a n d P h y s i o lo g ic a l S ig n if i c a n c e , D . C . S a v a g e a n d M . F le t c h e r (e d s . ) .
P le n u m P re s s
,
N e w Y o r k .
P a e r l , H . W . a n d L . E . P r u f e r t . 1 9 8 7 . O x y g e n p o o r m i c r o z o n e s a s s it e s o f
m i c r o b i a l N 2 f ix a t i o n i n n it r o g e n - de p le t e d a e r o b ic m a r i n e w a te r s . A p p l .
E n v i r o n . M ic r o b io l . 5 3 :1 0 7 8 - 1 0 8 7 .
P a e r l , H . W . , K . M . C r o c ke r , a n d L . E . P r u f e r t . 1 9 8 7 . L im it a t io n o f N 2 f ix a t io n i n
c o a s t a l m a r i n e w a t e r s : R e la t i v e im p o r ta n c e o f m o ly b d e n u m , i r o n ,
p h o s p h o r u s , a n d o rg a n i c m a tt e r a v a i la b i lit y . L im n o l. O c e a n o g r . 3 2 : 5 2 5
-
5 3 6 .
P a e r l , H .W . a n d R . G . C a r lto n . 1 9 8 8 . C o n t r o l o f n it r o ge n f ix a t i o n b y o x y ge n
d e p l e t io n i n s u r fa c e - a s s o c ia t e d m ic r o z o n e s . N a t u r e 3 3 2 :2 6 0 - 2 6 2 .
P a e r l , H . W . 1 9 9 0 . P h y s i o lo g i c a l e c o lo g y a n d r e g u la t i o n o f N 2 f ix a t io n i n n a t u r a l
w a te r s , p p . 3 0 5 - 3 4 4 . In : A d v a n c e s i n M i c r o b i a l E c o lo g y v . I I , K . C .
M a r s h a l l (e d . ) . P le n u m P u b l is h i n g .
P a r s o n s
,
T . R .
,
M . T a k a h a s h i
,
a n d B . H a r g r a v e . 1 9 7 7 . B io lo g i c a l O c e a n o g r a p h ic
P r o c e s s e s . P e rg a m m o n P r e s s In t . , Ox f o r d .
P f a e n d e r , F . K . ; R . J . S h im p ; A . V . P a l u m b o ; a n d G .W . B a r t h o lo m e w . 1 9 8 5 .
C o m pa r is o n o f e n v ir o n m e n ta l i n f lu e n c e s o n p o l lu t a n t b io d e g r a d a t i o n :
E s t u a r i e s
,
r i v e r s , a n d la ke s . A b s t r . A n n . M t g . A m e r . S o c . M ic r o b io l, p .
2 6 6 .
P fa e n d e r
,
F . K . 1 9 9 2 . B i o d e g r a d a t io n o f h y d r o c a r b o n c o n t a m i n a n t s b y P a t u x e n t
R i v e r s o i l m i c r o b i a l c o m m u n it ie s . N C E L C o n t r a c t R e po r t C R 9 2 . 0 0 3 , 1 9 p .
P r in c e
,
R . C . 1 9 9 2 . B io r e m e d ia t i o n o f o i l s p i l l , w it h p a r t i c u l a r r e fe r e n c e t o t he
s p i l l f r o m t h e E x x o n V a ld e z . In : M i c r o b ia l C o n t r o l o f P o ll u t io n , J . C . F ry ,
G . M . G a d d
,
R . A . H e r b e r t , C .W . J o n e s a n d I . A . W a t s o n - C r a i k (e d s . ) .
C a m b r id g e U n iv e r s it y P r e s s .
P r it c h a r d , P . H . a n d C . F . C o s ta . 1 9 9 1 . E P A
'
s A la s k a o i l s p i ll b io r e m e d ia t i o n
p r o je c t . E n v i r o n . S c i . T e c h n o l . 2 5 : 3 7 2 - 3 7 9 .
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R is e r - R o b e r t s
,
E . 1 9 9 2 . In s it u /o n s it e b i o r e m e d i a t io n o f r e f i n e d o i ls a n d f u e l s (a
t e c h n o lo gy r e v i e w ) . N C E L C o n t r a c t R e po r t C R 9 2 . 0 0 8 , 5 6 2 p .
R o p e r , M . M . a n d N . A . S n nit h . 1 9 9 1 . S t r a w d e c o m po s it io n a n d n it r o g e n a s e
a c t i v it y (C 2 H 2 r e d u c t io n ) b y f r e e - l iv i n g m i c r o o r ga n i s m s f r o m s o il : E f f e c t s
o f p H a n d c la y c o n t e n t . S o i l B i o l . B io c h e m . 2 3 :2 7 5
- 2 8 3 .
R u d e k
,
J .
,
H . W . P a e r l , M . A . M a l li n , a n d P . W . B a te s . 1 9 9 1 . S e a s o n a l a n d
h y d r o lo g ic a l c o n t r o l o f p h y t o p la n k t o n n u t r ie n t lim it a t io n i n t h e l o w e r N e u s e
R iv e r E s t u a ry , N o r t h C a r o l i n a . M a r . E c o l . P r o g . S e r . 7 5 : 1 3 3
- 1 4 2 .
R y t h e r , J . H . a n d W . M . D u n s ta n . 19 7 1 . N it r o g e n , p h o s p ho r u s , a n d
e u t r o p h ic a t i o n i n t h e c o a s t a l m a r i n e e n v i r o n m e n t . Sc i e n c e 1 7 1 : 1 0 08
-
1 0 1 2 .
S c h m id t
,
S . K . a n d M . A le x a n d e r . 1 9 8 5 . E ffe c ts o f d i s s o lv e d o r g a n i c c a rb o n a n d
s e c o n d s u b s t r a t e s o n t h e b i o d e g r a d a t io n o f o r ga n ic c o m po u n d s a t lo w
c o n c e n t r a t i o n s . A p p l. E n v i r o n . M i c r o b io l . 4 9 : 8 2 2
- 8 2 7 .
S h im p , R . J . a n d F . K . P fa e n d e r . 1 9 8 5 . In f l u e n c e o f e a s i ly d e g r a d a b le n a t u r a l ly
o c c u r r in g c a r bo n s u bs t r a t e s o n b io d e g r a da t i o n o f m o n o s u bs t it u t e d
p h e n o ls b y a q u a t ic b a c te r ia . A p p l. E n v i r o n . M ic r o b io l . 4 9 :3 9 4 - 4 0 1 .
S t e w a r t , W . D . , C R . F i tz g e r a l d , a n d R . H . B u r r is . 1 9 6 7 . In s it u s t u d i e s o n
n it r o g e n f i x a t io n u s i n g a c e t y le n e r e d u c t io n te c h n iq u e . P r o c . N a t l . A c a d .
S c i . 5 8 :2 0 7 1 - 2 0 7 8 .
T a g g e r , S . ; A . B i a n c h i ; M . J u l li a rd ; J . L e P e t It ; a n d B . R o u x . 1 9 8 3 . E f fe c t o f
m ic r o b i a l s e e d i n g o f c n j d e o i l i n s e a w a t e r i n a m o d e l s y s t e m . M a r . B io l .
7 8 : 1 3 - 2 0 .
T h a y e r , G . W . 1 9 7 4 . Id e n t it y a n d r e g u l a t io n o f n u t r ie n t s p h y t o p la n k t o n
p r o d u c t io n i n t h e s h a l lo w e s t u a i r e s n e a r B e a u f o r t , N C . O e c o lo g ia (B e r l. )
1 4 : 7 5 - 9 2 .
T o c c a li n o , P . L . , R . L . J o h n s o n , a n d D . R . B o o n e . 1 9 9 3 . N it r o g e n lim it a t i o n a n d
n it r o ge n f ix a t i o n d u r in g a lk a n e b io d e g r a d a t io n i n a s a n d y s o i l . A p p l.
E n v i r o n . M ic r o . 59 :2 9 7 7 - 2 9 83 .
Z o B e l l
,
C . E . 1 9 4 6 . A c t i o n o f m ic r o o r ga n is m s o n h y d r o c a r bo n s . B a c t e r io l. R e v .
1 0 : 1 - 4 9 .
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